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aa          Aminoácidos 
ADP        Difosfato de adenosina 
ApR         Resistente a amplicilina 
APS        Persulfato amónico ("ammonic persulphate") 
ATP         Trifosfato de adenosina 
ATR        Respuesta de tolerancia al ácido ("acid tolerance response") 
BSA        Seroalbúmina bovina ("bovine seroalbumin") 
C + Y       Medio con extracto de levadura 
CAI          Índice de adaptación de codones ("codon adaptation index") 
CAT        Cloranfenicol acetil transferasa 
CCCP       Carbonil-cianida-m-clorofenil hidrazona 
CI50         Concentración inhibitoria del 50% de la actividad 
Cip         Ciprofloxacina 
CipR         Resistente a ciprofloxacina 
CmR        Resistente a cloranfenicol  
CMI         Concentración mínima inhibitoria 
cpm         Cuentas por minuto 
CTAB       Bromuro de cetil-trimetil-amonio 
DCCD       Di-ciclo-hexil-carbodiimida 
DMSO      Dimetil-sulfóxido 
dNTPs      Desoxirribonucleótidos 
DOC        Deoxicolato sódico 
DTNB       5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoato  
ELISA Ensayo de absorción inmunológica ligada a enzima (enzyme-linked 
immunosorbent assay)  
g Aceleración de la gravedad 
IPTG        Isopropil-b-D-tiogalactopiranosido 
Kb          Kilobases 
KDa         Kilodaltons 
M           Molar 
Mfl          Mefloquina 
MflR         Resistente a mefloquina 
min         Minutos 
Mm         Masa molecular 
mM         Milimolar 
Nc          Número efectivo de codones 
Abreviaturas 
  
ng          Nanogramos 
nt           Nucleótidos 
OD         Densidad óptica ("optical density") 
Opt         Optoquina 
OptR        Resistente a optoquina 
ORF        Marco abierto de lectura ("open reading frame") 
Pi           Fosfato inorgánico 
pb          Par de bases 
PBS        Solución tamponadora de fosfato ("phosphate buffer solution")  
PCR        Reacción en cadena de la polimerasa 
pHi         pH intracelular 
pmol        picomol 
Qin         Quinina 
QinR        Resistente a quinina 
RBS        Región de unión al ribosoma (“ribosome binding site”) 
r2           Coeficiente de correlación 
RifR         Resistente a rifampicina 
SDS        Lauril sulfato sódico 
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            ("polyacrylamide gel electrophoresis") 
SEM        Error estándar de la media ("standard error of the mean") 
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µg          Microgramo 
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1.1. BIOLOGÍA DE Streptococcus pneumoniae 
1.1.1. Características generales de S. pneumoniae 
Streptococcus pneumoniae, neumococo, es una bacteria patógena oportunista que 
habitualmente forma parte de la flora comensal de la nasofaringe humana. Fue descubierta 
simultáneamente por Sternberg en Estados Unidos y Pasteur en Francia en 1881. Es una 
bacteria Gram-positiva con forma esférica, de 0,5 a 1,25 µm de diámetro, que crece en forma 
de cadenas o parejas (Fig. 1). Es oxidasa y catalasa negativo. Sus múltiples auxotrofías lo 
convierten en un parásito obligado con complejos requerimientos nutricionales que coinciden 
en gran medida con los del ser humano (Tomasz, 1964), que es su único hospedador. Por esta 
razón, los medios de cultivo en los que crece son ricos en vitaminas y aminoácidos. Uno de sus 
requerimientos específicos es la colina, presente en los ácidos teicoicos y lipoteicoicos de su 
pared celular. El neumococo presenta a-hemólisis cuando crece en medio agar-sangre debido 
a la producción de neumolisina, que hidroliza la hemoglobina dando lugar a un pigmento 
verdoso. Sus colonias tienen típicamente forma de huso y son ligeramente umbilicadas debido 
a la acción de la autolisina sobre la colina de la pared celular, que causa la desintegración de la 









Figura 1. Fotografía al microscopio electrónico de cadenas de S. pneumoniae. Adaptado de 
Ó1993, Massachusetts Medical Society. Philips, D. M. Images in clinical medicine, Streptococcus 
pneumoniae. N. Engl. J. Med., 1993; 329-427 
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S. pneumoniae es una bacteria que experimenta competencia natural, la cual se 
produce de manera transitoria durante la fase exponencial de crecimiento (Tomasz and 
Hotchkiss, 1964). La entrada en estado de competencia supone la activación de la síntesis de 
un grupo de proteínas y la inhibición de la síntesis de la mayoría que son sintetizadas 
habitualmente por la célula (Morrison and Baker, 1979; Rimini et al., 2000). Este cambio del 
perfil proteico conlleva cambios fisiológicos por los que la célula adquiere nuevas propiedades, 
siendo la más relevante la capacidad de captar DNA exógeno e introducirlo en el cromosoma 
mediante recombinación homóloga. Este fenómeno permitió demostrar que el DNA era el 
vehículo de la herencia (Avery et al., 1944).   
La entrada en competencia depende de la acumulación extracelular del péptido 
estimulador de la competencia (Havarstein et al., 1995). Este péptido, de 17 aminoácidos (aa), 
resulta del procesamiento y transporte del producto del gen comC por parte del complejo de 
membrana ComAB (Hui and Morrison, 1991; Pestova et al., 1996). Cuando la concentración 
extracelular del péptido estimulador llega a cierto umbral, que varía según las propiedades del 
medio como son el pH (Tomasz and Mosser, 1966) y la concentración de calcio (Trombe et al., 
1992), el péptido activa el receptor de tipo histidina-kinasa ComD que a su vez fosforila al 
regulador ComE, constituyendo ambos un sistema de dos componentes (Havarstein et al., 
1996; Pestova et al., 1996). ComE fosforilado activa la transcripción del gen comX, que codifica 
un factor sigma alternativo que dirige la transcripción de genes específicos de competencia 
(Lee and Morrison, 1999). Los productos de estos genes son enzimas que llevan a cabo los 
procesos que permiten la adquisición del DNA exógeno (captación e internalización) y la 
recombinación entre dicho DNA y el cromosoma. Los operones que codifican los genes 
específicos de competencia tienen en su promotor la secuencia consenso 5´-TACGAATA-3 
(Campbell et al., 1998) que es reconocida por ComX.  
 
1.1.2. Características genómicas de S. pneumoniae 
Aunque muchas de las características del genoma de neumococo ya se habían 
analizado en un estudio de un conjunto de secuencias cortas que cubría el 95% del genoma 
(Baltz et al., 1998), se han realizado análisis más precisos como consecuencia de la reciente 
publicación de las secuencias genómicas completas de dos cepas de S. pneumoniae: TIGR4 
de serotipo 4 (Tettelin et al., 2001) y la cepa de laboratorio R6 derivada de un serotipo 2 
(Hoskins et al., 2001). También se ha secuenciado más del 90% del genoma de una cepa de 
serotipo 19F (Dopazo et al., 2001). De estos trabajos se deduce que el cromosoma único y 
circular de S. pneumoniae tiene un tamaño ligeramente superior a 2 Mpb con un número 
estimado de genes que podría superar los 2.000 aunque no se conoce el número exacto por 
existir más de 400 marcos abiertos de lectura (ORFs) con un tamaño inferior a 100 codones 
que podrían no ser genes reales. El contenido en G+C es del 40% en todas las cepas 
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secuenciadas. Se han asignado funciones al 55-64% de los genes y aproximadamente el 20% 
no presenta homólogos en las bases de datos. Están ausentes muchos genes implicados en la 
síntesis de vitaminas, diversos cofactores, y de ciertos aminoácidos que ya se añadían 
empíricamente a los medios sintéticos de neumococo. Tampoco existen genes del citocromo c 
ni de enzimas del ciclo de Krebs, lo que está en consonancia con el metabolismo fermentativo 
homoláctico de esta bacteria y explica su incapacidad para sintetizar los aminoácidos que 
derivan de intermediarios de dicho ciclo. Es notable la presencia de muchas secuencias de 
inserción y transposasas que ocupan más del 3,5% del genoma, más que en ningún otro 
organismo con genoma secuenciado. Destaca también la presencia de gran número de 
secuencias cortas intercaladas en el genoma denominadas elementos RUP y BOX (en TIGR4 
hay 108 elementos RUP y 127 elementos BOX), que han sido asociadas a control de 
transcripción, y que podría compensar la ausencia del factor de terminación de transcripción 
Rho (Hoskins et al., 2001). Especialmente importante es la presencia de un gran número de 
transportadores de carbohidratos (que incluye transportadores para muchos tipos distintos de 
mono-, di- y polisacáridos) y de una compleja red de conversión enzimática para incorporar a 
todos ellos a la ruta glicolítica. A pesar de que hay relativamente pocos transportadores para 
cationes y aniones, sí que existen varios para el transporte de hierro y fósforo, cuya captación 
es importante para la patogénesis de neumococo. 
 
1.2.  IMPORTANCIA CLÍNICA DE S. pneumoniae 
1.2.1. Patología de S. pneumoniae.  
S. pneumoniae es uno de los patógenos humanos más importantes a escala mundial, 
causando una mortalidad infantil anual de 3 millones de casos (Greenwood, 1999). Es uno de 
los agentes etiológicos principales de neumonía lobular, meningitis, bacteriemia, otitis media y 
sinusitis, además de causar ocasionalmente otros síndromes como conjuntivitis, artritis séptica, 
osteomielitis (normalmente en vértebras), endocarditis, pericarditis y mastoiditis.  
La gran mayoría de los aislados clínicos poseen cápsula, desarrollándose anticuerpos 
frente a ella durante la infección. Los diferentes tipos de cápsula definen a los distintos 
serotipos, conociéndose en la actualidad 90 (Henrichsen, 1995), existiendo una respuesta 
cruzada de reconocimiento del mismo antisuero frente a los aislados pertenecientes a un 
mismo serotipo. S. pneumoniae puede colonizar al individuo en su primer día de vida para 
pasar a formar parte de la flora comensal de su nasofaringe (Gundel and Schwarz, 1932). El 
porcentaje de portadores para uno o más serotipos es del 40%, siendo superior en niños y 
disminuyendo en personas de edad avanzada (Austrian, 1986). Aunque el número de 
portadores disminuye con la vacunación, éstos son especialmente importantes para el 
mantenimiento de cepas virulentas o resistentes a antibióticos ya que pueden ser transmitidas 
a individuos pertenecientes a grupos de riesgo o adquirir nuevas resistencias de 
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microorganismos cercanos filogenéticamente. La transmisión ocurre preferentemente a través 
de pequeñas gotas de saliva que se dispersan por el aire a distancias cercanas, pero suficiente 
para pasar de cama en cama dentro de un hospital, y a través de contacto con manos 
contaminadas con secreciones (Schaechter et al., 1993). Después de una exposición exógena, 
y si hay predisposición a la enfermedad, los primeros síntomas pueden aparecer entre 24 horas 
y tres días (Evans and Brachman, 1991).  
El grueso de los casos clínicos se produce sobre todo en las zonas templadas del 
planeta entre noviembre y abril, con un pico en febrero, (Gray et al., 1980). Los grupos de 
riesgo incluyen niños (especialmente menores de 2 años), ancianos (mayores de 70 años), 
personas con alteraciones congénitas o adquiridas del sistema inmunológico (especialmente 
con defectos en la formación de anticuerpos y componentes tempranos del sistema de 
complemento), alcohólicos, enfermos pulmonares, cardiacos y diabéticos e individuos mal 
nutridos (sobre todo si conviven en aglomeraciones humanas como son los albergues de 
indigentes, campos militares o prisiones) (Mandell et al., 1995).  
Bajo determinadas circunstancias, el neumococo puede moverse desde la nasofaringe 
a otros nichos ecológicos (Fig. 2). Cuando su capacidad virulenta supera la capacidad 
defensiva del huésped puede desarrollar patologías, un fenómeno restringido generalmente en 
la práctica a 23 serotipos (Klugman and Feldman, 2001). Puede alcanzar los senos nasales y la 
trompa de Eustaquio causando sinusitis y otitis media, respectivamente, lo que es muchas 
veces propiciado por la acumulación de moco por una enfermedad vírica previa (generalmente 
gripe) o alérgica, ya que de otro modo suele producirse una eliminación inmediata del 
microorganismo. Si llega al pulmón puede causar neumonía lobular, una de las principales 
causas de mortalidad en la época pre-antibiótica y que aún mantiene un 5% de mortalidad 
entre los pacientes. Una complicación grave de la neumonía se produce cuando el 
microorganismo alcanza la pleura y comienza a dividirse, causando un síndrome denominado 
empiema que precisa de una terapia intensa. A través de roturas en la discontinuidad del 
epitelio de la nasofaringe o pulmonar puede llegar a los vasos linfáticos locales, posteriormente 
al conducto linfático torácico y alcanzar desde ahí el torrente sanguíneo a la altura de la vena 
subclavia del cuello. Una vez en la sangre existe riesgo de septicemia que puede ser fatal 
especialmente en individuos con pérdida de la función del bazo (Hosea et al., 1981). Por el 
sistema circulatorio puede alcanzar diversos nichos ecológicos entre los que destacan las 
meninges para causar meningitis, un síndrome altamente dependiente de la reacción 
inflamatoria mediada por citoquinas inflamatorias como TNFa, que también daña la barrera 
hematoencefálica (Sharief et al., 1992). Sin embargo, también puede producirse meningitis 
mediante el paso directo de neumococo desde la nasofaringe a través de fracturas craneales o 
discontinuidades de la duramadre (Hand and Sanford, 1970). Es importante resaltar que el 
neumococo es el principal agente causante de meningitis en adultos excepto en las epidemias 
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causadas por Neisseria meningitidis (Luby, 1992). Otros lugares potencialmente alcanzables a 
través del torrente sanguíneo son el endocardio y el pericardio, las articulaciones, el peritoneo y 





















1.2.2. Biología celular y molecular de la infección 
Un factor esencial para la colonización de neumococo es la adherencia, que se produce 
mediante proteínas denominadas adhesinas a receptores glucídicos presentes en las células 
epiteliales del tracto respiratorio y en el endotelio del portador (unión de tipo lectina). La 
capacidad de adhesión depende del hospedador, del serotipo, de la fase fenotípica (fenotipo 
opaco/ transparente) (Cundell et al., 1995b) y de la densidad celular (Tuomanen and Masure, 
1997) de la población bacteriana. Se ha demostrado que la administración de receptores 
solubles bloquea la adhesión y la patogenicidad (Tuomanen and Masure, 1997). El neumococo 
puede reconocer 5 receptores glucídicos distintos por medio de 5 adhesinas diferentes. Estos 
receptores son los siguientes: N-acetil-glucosamina (b1-3) galactosa (epitelio bucal), ácido 
siálico-galactosa (b1-4) N-acetil-glucosamina (epitelio bronquial y conjuntiva), 
N-acetil-galactosamina (b1-4) galactosa (epitelio alveolar y endotelio vascular), 
N-acetil-galactosamina (b1-3) galactosa (epitelio alveolar y endotelio vascular) y 
Figura 2. Mapa de infección de neumococo. Se indican los lugares que infecta en negrita y 


























N-acetil-glucosamina (epitelio alveolar y endotelio vascular activados). Mutantes en las 
enzimas piruvato oxidasa y metionin-sulfóxido reductasa tienen alterada la adhesión a los 5 
tipos de receptores glucídicos. El producto de la piruvato oxidasa, el acetil-fosfato, funciona 
como segundo mensajero donando el grupo fosfato a sistemas de dos componentes que 
podrían estar involucrados en la regulación de la adhesión (Spellerberg et al., 1996). La 
implicación de la metionin-sulfóxido reductasa se asocia con el mantenimiento de los residuos 
de metionina de las adhesinas en un estado reducido y así conservar su función biológica 
(Wizemann et al., 1996).  
Otro factor importante en la fase de colonización es el equilibrio existente entre los 
niveles de IgA del hospedador y la proteasa de la IgA1 de neumococo (Kilian et al., 1996). 
Durante el avance de la infección es importante la actividad de tres proteínas de 
neumococo: neuraminidasa, neumolisina y autolisina. La neuraminidasa corta en residuos de 
ácido siálico de glicoesfigolípidos, los cuales se encuentran en gran cantidad en las células 
epiteliales del pulmón. La neuraminidasa actuaría exponiendo receptores enmascarados por 
residuos de ácido siálico que son necesarios para fases posteriores de adhesión (Tuomanen 
and Masure, 1997). El neumococo llega al pulmón por aspiración, proceso en el que podría ser 
importante la capacidad de la  neumolisina para detener el movimiento ciliar (Feldman et al., 
1990; Rayner et al., 1995) que es parte de una serie de mecanismos inespecíficos (reflejo de la 
tos, mucosidad...) que están dañados en individuos con hábitos de vida que predisponen a la 
enfermedad. En el pulmón, la actividad de la autolisina genera fragmentos de pared celular que 
son importantes factores quimiotácticos para leucocitos polimorfonucleares (neutrófilos, 
basófilos y eosinófilos). De este modo, se genera una fuerte reacción inflamatoria que 
contribuye determinantemente al desarrollo de la neumonía al dificultar la respiración. La 
inflamación se induce, principalmente, por el antígeno C (ácidos teicoicos que incluyen colina 
en su composición) que reacciona con la proteína C reactiva producida por el hígado. Esta 
respuesta se amplifica por la acción de citoquinas inflamatorias y el sistema de complemento, 
lo que produce fiebre en el enfermo por el carácter pirogénico de estas moléculas. El líquido 
derivado de la inflamación es aprovechado por el neumococo como fuente de nutrientes y 
vehículo para alcanzar otras zonas del pulmón a través de los poros de Kohn de los alvéolos. 
El siguiente estadío de la enfermedad se caracteriza por la presencia abundante de leucocitos 
polimorfonucleares en la zona. En esta fase, si el sistema inmunológico es lo bastante activo, 
los leucocitos fagocitan a los neumococos opsonizados previamente por anticuerpos. Como 
resultado de esta respuesta, el pulmón adquiere un aspecto similar al del hígado, por lo que 
este estado se denomina estado de hepatización. El proceso de eliminación de todos los 
residuos derivados de la fagocitosis se lleva a cabo por los monocitos. La neumonía 
neumocócica no deja restos de tejido fibroso por necrosis, a diferencia de neumonías causadas 
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por otros microorganismos (Schaechter et al., 1993). La neumolisina liberada durante la lisis, 
puede insertarse en la membrana de las células fagocíticas para inactivar su función (Steinfort 
et al., 1989).   
Menos del 1% de los casos de neumonía desembocan en bacteriemia, un proceso que 
parece ser dependiente de un estado pro-inflamatorio previo por parte del paciente, en el que 
cambian el tipo y número de receptores celulares en respuesta a factores como IL1, TNF y 
trombina. En este estado pro-inflamatorio aumenta el receptor del factor activador de plaquetas 
en la membrana de las células del epitelio pulmonar (Cundell et al., 1995a) que está constituido 
por neumocitos de tipo II. La unión del neumococo a dicho receptor, probablemente vía colina 
(Cundell et al., 1995a) presente en los ácidos teicoicos de su pared celular, y a otro receptor 
glucídico, promueve la internalización de un pequeño porcentaje de neumococos en una 
vacuola mediante endocitosis. Posteriormente, las células de neumococo se liberan en la cara 
opuesta del neumocito tipo II y alcanzan los vasos linfáticos en un proceso en el que podría ser 
importante la acción de la hialuronidasa (Paton et al., 1993). Una vez en el torrente sanguíneo, 
el neumococo se mueve a otros tejidos. La muerte por septicemia también depende de la 
producción de citoquinas inflamatorias como es IL6 (Ziegler-Heitbrock et al., 1992). 
El reconocimiento del receptor del factor activador de plaquetas por parte del 
neumococo es también importante para atravesar la barrera hemato-encefálica y alcanzar las 
meninges. Una vez en el espacio subaracnoideo de las meninges, los componentes de la 
pared celular pueden de nuevo estimular el reclutamiento de leucocitos y generar una nueva 
respuesta de inflamación que promueve los síntomas característicos de la meningitis. 
El neumococo atraviesa dos fases fenotípicas durante su crecimiento (opaco / 
transparente), las cuales son diferenciables a simple vista en medio de cultivo transparente. 
Estos fenotipos son consecuencia de variaciones del perfil de proteínas de superficie y de la 
composición glucídica de la pared celular (Weiser, 1998). El fenotipo transparente está 
adaptado a la colonización y presenta una mayor cantidad de ácidos teicoicos en su pared (lo 
que podría explicar su mayor adherencia al receptor del factor activador de plaquetas 
dependiente de colina) y mayor cantidad de la proteína de membrana ChoP (lo que dificultaría 
la invasión al facilitar su eliminación del torrente sanguíneo) a diferencia del fenotipo opaco, 
que está adaptado a la invasión. El cambio de fenotipo opaco a transparente podría estar 
regulado por la actividad de permeasas y sistemas de dos componentes de un modo 
dependiente de la densidad celular (Weiser, 1998). 
Aunque el neumococo posee factores de virulencia proteicos que, aunque contribuyen a 
la infección, no son toxinas potentes. La enfermedad neumocócica está causada por el 
crecimiento de esta bacteria en los fluidos de los nichos ecológicos que invade interfiriendo así 
con la función de éstos, y a la fuerte reacción inflamatoria que genera más que a la actividad de 
sus toxinas (Mandell et al., 1995). S. pneumoniae causa enfermedad cuando evita la acción 
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fagocítica de los leucocitos polimorfonucleares, gracias a las propiedades que le confiere la 
cápsula. La cápsula es, por tanto, su principal factor de virulencia. Las propiedades 
antifagocíticas de la cápsula dependen del tamaño y sobre todo de la composición de ésta. Las 
teorías que explican cómo la cápsula puede impedir la fagocitosis incluyen la ausencia de 
receptores en los fagocitos para los polisacáridos capsulares, el enmascaramiento de los 
receptores de anticuerpos y complemento para evitar la opsonización, y la generación de un 
campo electrostático que repele a las células fagocíticas (Mandell et al., 1995). La cápsula está 
implicada en virulencia por la protección que confiere pero no es capaz de causar ningún daño 
por sí misma a diferencia de los componentes de la pared celular (Paton et al., 1993). Los 
derivados acapsulados no son capaces de desarrollar la infección y sólo representan alrededor 
del 2% de todos los aislados clínicos (Broome and Facklam, 1981), aunque los aislados 
acapsulados de la conjuntiva llegan a ser un 20% (Finland and Barnes, 1977). De los aislados 
de conjuntiva, aproximadamente un 40% son genéticamente diferentes a las estirpes 
capsuladas y el resto pueden considerarse derivados de cepas capsuladas que han perdido la 
cápsula (Whatmore et al., 2000). 
Adicionalmente, se han descubierto varios genes cuya función es transcendente para la 
persistencia o invasión in vivo. Entre éstos se encuentran nox (Auzat et al., 1999), sodA 
(Yesilkaya et al., 2000), psaA (Tseng et al., 2002) y spxB (Spellerberg et al., 1996) relacionados 
con el metabolismo oxidativo y que parecen ser importantes durante las primeras fases de la 
infección, en las que S. pneumoniae tiene contacto con zonas con alta presión parcial de 
oxígeno y produce peróxido de hidrógeno. Esto es importante para la competencia por la 
supervivencia con otros microorganismos comensales de la nasofaringe como Haemophilus 
influenzae o N. meningitidis, más sensibles a la presencia de peróxido de hidrógeno en el 
medio (Pericone et al., 2000) 
 
1.2.3. Diagnóstico 
En el laboratorio clínico se usan clásicamente cuatro pruebas para el diagnóstico 
diferencial de S. pneumoniae frente a los estreptococos del grupo viridans: la morfología de la 
colonia, la sensibilidad a optoquina (Opt) (Lund, 1959), la solubilidad en bilis (Neufeld, 1900) y 
la aglutinación con anticuerpos dirigidos a polisacáridos de la cápsula (reacción de Quellung) 
(Neufeld, 1902). Algunos aislados clínicos de S. pneumoniae muestran reacciones anómalas a 
una o varias de estas pruebas (Kontiainen and Sivonen, 1987; Lund, 1959; Finland and Barnes, 
1977) y son clasificados como neumococos atípicos (Kellogg et al., 2001). Se ha utilizado una 
sonda comercial específica (AccuProbe) que detecta el 16S rDNA de S. pneumoniae con una 
efectividad del 100% (Davis and Fuller, 1991; Denys and Carey, 1992), pero su uso es 
económicamente inviable en el diagnóstico rutinario. La efectividad del uso de la PCR para la 
detección de genes que codifican factores de virulencia de S. pneumoniae, como el de la 
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neumolisina (Salo et al., 1995), y el de la autolisina (Pozzi et al., 1989; Fenoll et al., 1990), está 
comprometida por la existencia de estos genes en algunos estreptococos viridans (Whatmore 
et al., 2000). 
 
1.2.4. Antibioterapia y resistencias 
El tratamiento habitual de elección es la administración de penicilina G procaína por 
inyección intramuscular. También puede administrarse por vía oral o intravenosa en pacientes 
hospitalizados. Generalmente, la respuesta al antibiótico es rápida y dejan de aislarse 
neumococos de esputo después de algunas horas. Los primeros neumococos resistentes a 
penicilina fueron mutantes obtenidos in vitro en los años 40 (Eriksen, 1945). Desde la aparición 
del primer aislado clínico resistente en 1967 (Hansman and Andrews, 1967), y el primer aislado 
clínico multi-resistente en 1977 (Appelbaum et al., 1977), el porcentaje de aislados clínicos 
resistentes y multi-resistentes se ha ido incrementando. La resistencia a antibióticos de S. 
pneumoniae a pasado de ser un fenómeno ocasional a ser un problema de primera índole para 
la salud pública desde principios de los años 90. En países como España y Francia, hasta un 
50% de los aislados son parcial o totalmente resistentes a penicilina (Pradier et al., 1997; 
Fenoll et al., 1998). Además, los aislados resistentes a penicilina suelen ser resistentes a otros 
antibióticos (Haglund et al., 1993). Se han detectado resistencias a sulfonamidas, tetraciclina, 
eritromicina, lincomicina, cloranfenicol, aminoglicosidos y estreptomicina en un alto porcentaje 
de aislados clínicos. Las resistencias aparecen en los clones que invaden típicamente a los 
niños (serotipos 6, 14, 19 y 23), en los que la presión selectiva por uso de antibióticos es 
grande ya que se ha observado una relación directa entre el nivel de consumo de antibióticos y 
el porcentaje de aislados resistentes (Pradier et al., 1997; Granizo et al., 2000). Utilizando 
técnicas de tipado se ha podido demostrar la gran relación que existe entre estirpes resistentes 
a penicilina de diferentes países, lo que  indica que estas cepas pueden extenderse a escala 
mundial (Yoshida et al., 1999). La adquisición de resistencias elevadas a los antibióticos puede 
producirse por transferencia horizontal de DNA desde otras especies bacterianas 
particularmente desde especies relacionadas filogenéticamente como los estreptococos del 
grupo viridans, con los que comparte nicho ecológico  (Reichmann et al., 1997; Janoir et al., 
1999; Ferrandiz et al., 2000). Niveles altos de resistencia a penicilina son consecuencia del 
efecto acumulativo de varias mutaciones presentes en las PBPs (Shockley and Hotchkiss, 
1970). 
En caso de fallo del tratamiento con penicilina existen varias opciones terapéuticas 
como son las cefalosporinas de tercera generación y la eritromicina. Pueden administrarse 
cefuroxima y ceftriaxona (Dowell et al., 1999). En casos de meningitis se recomienda la adición 
de vancomicina a una cefalosporina de tercera generación (Paradisi et al., 2001). Los ketólidos, 
nuevos derivados de los macrólidos, como la telitromicina también se han mostrado eficaces 
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frente a los neumococos resistentes a la penicilina e incluso a los resistentes a macrólidos 
(Zhanel et al., 2002). Varios estudios han demostrado la eficacia de las fluoroquinolonas, 
estreptograminas y oxazolidinonas contra neumococos resistentes a penicilina, aunque se 
acentúa el cuidado de su uso racional para que no se lleguen a alcanzar niveles elevados de 
resistencia a estas drogas (Appelbaum, 2002; Garau, 2002). En casos de multi-resistencia 
suele ser efectiva la administración de clindamicina (Giebink, 2001). 
Hay muchas esperanzas depositadas en las nuevas fluoroquinolonas (levofloxacina, 
moxifloxacina y gatifloxacina) frente a aislados resistentes a penicilina (Paradisi et al., 2001). 
En S. pneumoniae, el blanco principal de las fluoroquinolonas es la topoisomerasa IV (Muñoz 
and de la Campa, 1996; Fernández-Moreira et al., 2000), y las mutaciones que confieren 
resistencia aparecen en la región denominada QRDR ("quinolone resistant determinant region"; 
región determinante de la resistencia a quinolonas) del gen parC. En cepas con elevado grado 
de resistencia, aparecen mutaciones adicionales en el gen que codifica la subunidad A de la 
DNA girasa, gyrA (Janoir et al., 1996) (Pan et al., 1996) (Tankovic et al., 1996), y en el que 
codifica la otra subunidad de la topoisomerasa IV, parE (Perichon et al., 1997). Cepas con 
mutaciones en estos genes y distintos niveles de resistencia aparecen en pacientes que han 
sido tratados con fluoroquinolonas frente a infecciones causadas por otros microorganismos ya 
que hasta ahora no se han administrado para combatir infecciones neumocócicas (de la 
Campa et al., 2003). Por lo tanto, las resistencias pueden ser adquiridas por neumococo 




El fracaso creciente de la terapia antimicrobiana frente a neumococo, debido al aumento 
en los niveles de resistencia, ha hecho aumentar el interés sobre la vacunación, la otra forma 
de control de la enfermedad neumocócica. Además, a diferencia de la vacunación, aunque los 
agentes antimicrobianos frente a neumococo en muchos casos consiguen tratar la enfermedad, 
éstos no pueden impedir su aparición. La vacunación se recomienda a personas 
pertenecientes a grupos de riesgo, habiéndose utilizado durante muchas décadas 
preparaciones de organismos muertos o de polisacáridos capsulares purificados. Desde 1983, 
existe una vacuna comercial que incluye 25 µg de polisacáridos capsulares de los 23 serotipos 
más comúnmente aislados en el transcurso de patologías, sin que se presenten reacciones 
adversas en un número significativo de casos (Robbins et al., 1983). Sin embargo, estas 
vacunas no son satisfactoriamente eficaces, especialmente en el caso de ancianos y niños 
menores de 2 años, en los que la misma debilidad del sistema inmunológico que les 
predispone a la enfermedad dificulta su respuesta a la vacunación (Bentley, 1981; Sell et al., 
1981). La respuesta inmunológica en esos casos es aún menor por ser los polisacáridos 
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capsulares antígenos T-independientes (Evans and Brachman, 1991), debido a la carencia de 
un número necesario de linfocitos B maduros para reaccionar eficazmente (Giebink, 2001). La 
vacunación frente al neumococo también está dificultada por el elevado número de serotipos 
existentes en comparación con otros patógenos bacterianos del tracto respiratorio superior. 
Con el objetivo de aumentar la inmunogenicidad, se están ensayando vacunas conjugadas con 
distintas proteínas, y de este modo convertir la respuesta inmunológica en T-dependiente. Una 
estrategia similar fue seguida con éxito en la construcción de la vacuna frente a Haemophilus 
influenzae tipo b (Eskola et al., 1990). La primera vacuna conjugada para neumococo, 
CRM197, fue autorizada en el año 2000 e incluye polisacáridos capsulares de los 7 serotipos 
de neumococo más virulentos, involucrados en el 80% de los casos de enfermedad 
neumocócica invasiva (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) junto a una variable no tóxica del toxoide 
de la difteria. La vacuna conjugada consigue aumentar significativamente los niveles de 
anticuerpos séricos protectores y disminuir tanto el porcentaje de niños portadores como los 
casos de otitis medias (Obaro et al., 1996; Dagan et al., 1996; Mbelle et al., 1999). La eficacia 
de esta vacuna sigue estando muy lejos de los niveles exigibles por lo que serán necesarios 
avances en el futuro (Eskola et al., 2001). Adicionalmente, la vacuna conjugada frente a estos 7 
serotipos tiene el problema potencial de que puede haber intercambios horizontales de tipos 
capsulares además de que se puede favorecer la aparición de otros serotipos que inicialmente 
pudieran haber quedado eclipsados por los más patógenos (Giebink, 2001).  
Después de la vacunación, y tal como ocurre en la infección, aparecen anticuerpos 
específicos de serotipo al sexto día. Éstos son inicialmente del tipo IgM aunque poco después 
predominan los de tipo IgG, alcanzándose niveles muy elevados durante 12 semanas para 
bajar gradualmente en un proceso que puede durar varios años, aunque la defensa es menos 
duradera en ancianos. Sin embargo, algunos individuos no son capaces de producir 
anticuerpos o sólo responden levemente. Después de la vacunación o tras una segunda 
infección por el mismo serotipo, aparecen niveles altos de IgG anticapsular desde el primer día. 
Los anticuerpos protegen, en cualquier caso, se hallan producido por el propio paciente o 
provengan de otras fuentes como voluntarios sanos (inmunización pasiva). Se ha inmunizado 
con éxito frente a más de un serotipo mediante la administración de la proteína de superficie A 
(PspA), una proteína aparentemente implicada en virulencia de gran variabilidad antigénica 
pero de función desconocida (McDaniel et al., 1991). También se ha logrado conferir protección 
mediante inmunización con una vacuna de DNA que incluía el gen de esta proteína junto al de 
la proteína PsaA, que forma parte de una permeasa de manganeso (Miyaji et al., 2001). 
 
1.3. LAS ATPasas DE PROTONES BACTERIANAS 
1.3.1. Las ATPasas de protones tipo F 
1.3.1.1. Características y funcionamiento de las ATPasas F0F1 
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La ATPasa F0F1 es la enzima implicada en la generación de ATP a partir de ADP y Pi 
tanto en bacterias con cadena respiratoria como en mitocondrias y cloroplastos. De acuerdo 
con la hipótesis quimiosmótica de Peter Mitchell, en todos estos casos la oxidación de las 
fuentes de energía rinde productos reducidos de NAD y FAD, que ceden los electrones a una 
cadena de compuestos presentes en la membrana (cadena respiratoria) (Mitchell and Moyle, 
1967). Los electrones se van cediendo secuencialmente entre los componentes de la cadena 
respiratoria con potenciales de reducción crecientes. Finalmente se obtiene una concentración 
de protones externa superior a la interna, lo que propicia la aparición de un gradiente 
electroquímico de protones. La fuerza motriz de protones es aprovechada por la ATPasa F0F1 
para la generación de ATP, aunque en otros casos puede ser utilizada directamente en otras 
funciones como el transporte de solutos o el movimiento flagelar. La fuerza motriz de protones 
se genera a partir de la respiración en bacterias y mitocondrias, y a partir de la fotosíntesis en 
los cloroplastos. Los iones de sodio pueden ser utilizados en lugar de los protones bajo 
determinadas condiciones en algunos microorganismos como Propionigenium modestum 
(Laubinger and Dimroth, 1987) y Acetobacterium woodii (Heise et al., 1991). 
La ATPasa F0F1 bacteriana utilizada habitualmente como modelo es la de Escherichia 
coli. Esta enzima está compuesta por ocho subunidades con una estequiometría a1 c8-12 b2 d1 a3 
g1 b3 e1 (Foster and Fillingame, 1982; Jiang and Fillingame, 1998; Jones et al., 1998). La enzima 
está constituida por dos sectores con funciones y estructuras diferenciadas, F0 (subunidades a, 
b y c) implicado en la translocación de protones y F1, (subunidades d, a, g, b y e) implicado en la 
síntesis reversible de ATP (Fig. 3). La subunidad c, también denominada proteolípido por su 
elevado contenido en aminoácidos apolares, se organiza formando un oligómero dentro de F0. 
La translocación de protones produce el giro del oligómero de subunidades c que se comunica, 
a través de su porción citoplásmica, al complejo F1 por medio de una serie de cambios 
conformacionales (Rastogi and Girvin, 1999). El cambio conformacional afecta a las 
subunidades e y g que rotan como una sola unidad haciendo girar a la cabeza del complejo F1 
compuesta por las subunidades a y b (Capaldi et al., 1996). En última instancia, la energía 
cinética angular generada  por la rotación del oligómero de subunidades c, causa la liberación 
de ATP (Penefsky, 1985), después de que éste se ha producido a partir de un mecanismo 
concertado de formación de un enlace fosfato de alta energía a partir de ADP y Pi. Este enlace 
está favorecido termodinámicamente, una vez que estos substratos han sido captados por la 
subunidad b (Grubmeyer et al., 1982). Las tres subunidades b se encuentran en tres estados 
diferentes dependiendo del tipo de substratos unidos y su afinidad a ellos (Fig. 4). Cuando se 
translocan suficientes protones como para sintetizar una molécula de ATP, las tres 
























La droga DCCD (di-ciclo-hexil-carbodiimida) inhibe la actividad ATPasa al unirse 
covalentemente al residuo esencial que aporta el grupo carboxilo (D ó E) encargado de captar 
el protón, cD61 en E. coli (Sebald et al., 1980). La unión del DCCD a una sola subunidad c es 
suficiente para inactivar todo el complejo (Hermolin and Fillingame, 1989). La unidad funcional 
de la subunidad c es el dímero, de tal modo que la cara posterior de una subunidad c 
interacciona con la cara frontal de otra, lo que dejaría el residuo cD61 dentro de un haz 
formado por cuatro a-hélices (Dmitrev et al., 1999). Asimismo, las subunidades c interaccionan 
con la única subunidad a del complejo. La subunidad a contribuye a la formación del canal de 
protones aportando residuos que proporcionan cargas para la atracción y repulsión 
electrostáticas necesarias para el control del giro del oligómero de subunidades c. Existe un aa 
con carga negativa en la subunidad a, que en E. coli puede ser a196E ó a219E, que impide el 
giro de la subunidad c por repulsión frente a la también carga negativa del residuo cD61. La 
unión del protón al residuo cD61, supone la eliminación de esta repulsión y la libertad de giro 
para el oligómero (Kaim et al., 1998). Se ha postulado que la función del residuo esencial y 
conservado de E. coli aR210 podría ser necesario para la liberación del protón y/o posteriores 
movimientos de las subunidades c frente a la subunidad a por fuerzas electrostáticas (Kaim et 
al., 1998). 
 
Figura 3. Esquema tridimensional de una ATPasa F0F1. El complejo F0 es una reconstrucción 
teórica basada en información indirecta. La estructura del complejo F1 procede del análisis por 













Existe una fuerte dependencia entre los complejos F0 y F1. Se ha descrito que, aunque 
las subunidades de F0 pueden ensamblarse por separado e introducirse en la membrana, 
necesitan de la presencia de subunidades del complejo F1 (especialmente d y a) para formar un 
poro funcional (Angov et al., 1991; Brusilow, 1987; Pati and Brusilow, 1989). Una vez abierto el 
poro, la apertura se mantiene aunque se desligue el complejo F1 de la membrana.  
En bacterias que carecen de ciclo de Krebs y cadena respiratoria, como es el caso de 
S. pneumoniae, la principal función de la ATPasa F0F1 podría ser la regulación del pH 
intracelular en condiciones de acidificación del medio (Kobayashi et al., 1984). Esta actividad 
precisa de gasto de ATP al expulsarse protones en contra de gradiente. En este caso, todo el 
proceso enzimático es inverso al que se produce durante la síntesis de ATP. La energía 
liberada en la hidrólisis de ATP por parte de las subunidades b es comunicada mediante 
cambios conformacionales a las subunidades g y e que a través de su giro hacen rotar el 
oligómero de subunidades c, lo que produce la expulsión de protones. Otra función importante 
de la ATPasa F0F1 es el mantenimiento del potencial de membrana a partir del gradiente de 
.
. 
Figura 4. Funcionamiento de una ATPasa F0F1. Cada subunidade b se encuentra en un estado 
de diferente afinidad por los substratos. Una de las subunidades se encuentra en el estado de no 
afinidad por el ATP, otra en el estado intermedio que une los substratos ADP y Pi, y otra se 
encuentra en un estado de alta afinidad de unión a los substratos y es en ella donde se sintetiza el 
ATP. La energía derivada de la fuerza motriz de protones se utiliza principalmente en la liberación 
de la molécula de ATP por parte de la subunidad b que pasa del estado de alta afinidad de unión 




protones que genera, necesario para el transporte de solutos (Kobayashi, 1985; Koebmann et 
al., 2000) y aminoácidos como isoleucina, leucina, valina y asparragina (Trombe et al., 1984).  
La ATPasa F0F1 también está implicada en reacciones de disipación de energía que 
tienen como objetivo utilizar el exceso de ATP según se ha descrito en Streptococcus bovis 
(Bond and Russell, 1996), una bacteria filogenéticamente relacionada con S. pneumoniae. Esté 
fenómeno está regulado por la concentración de fructosa 1, 6 difosfato bajando la Km de la 
enzima por el ATP, lo que sirve para regenerar ADP en condiciones de exceso de glucosa y 
evitar desequilibrios en el metabolismo (Cook and Russell, 1994).  
   
1.3.1.2. El operón atp 
Las ATPasas F0F1 de bacterias están codificadas por operones. En un principio, este 
operón fue denominado unc genéricamente porque muchos de los mutantes originales de E. 
coli tenían desacoplada (en inglés, "uncoupled") la oxidación de las fuentes de energía y la 
fosforilación, por lo que no podían utilizar fuentes de carbono no fermentables como el 
succinato. Teniendo en cuenta que muchos microorganismos no tienen cadena respiratoria, es 
preferible denominarlo operón atp. Los nombres de los genes (uncEBFHADGC) derivan de la 
asignación de grupos de complementación de los mutantes unc originales de E. coli para crecer 
con fuentes de carbono no fermentables y no coinciden con el nombre de la subunidad que 
codifican. En esta tesis se han denominado los genes del mismo modo que la subunidad 
(atpCABdagbe). 
Se ha postulado que el orden génico juega un papel importante en el ensamblaje del 
complejo, pudiendo existir una relación entre la secuencia temporal de síntesis de las 
subunidades y los requerimientos del ensamblaje ya que las subunidades que interaccionan 
inicialmente se encuentran en genes contiguos (Walker, 1984). De este modo, el ensamblaje y 
la inserción apropiada de las subunidades del sector F0 podría requerir interacciones entre las 
a-hélices de las subunidades c, a y b (Brusilow, 1993). Se ha postulado que ya existe conexión 
entre las subunidades d y a antes de que sean liberadas del ribosoma (Dunn et al., 1980), y 
que la síntesis secuencial de las subunidades b y d  puede favorecer la conexión entre F0 y F1 
(Brusilow, 1993). En apoyo de esta hipótesis, se ha demostrado que la formación de ATPasas 
funcionales está favorecida si todos los genes del operón se encuentran contiguos en la misma 
molécula de DNA (“ensamblaje en cis”), sea cromosoma o plásmido, y en contraposición a 
cuando alguno de los genes se encuentra en un plásmido y el resto en el cromosoma 
(“ensamblaje en trans”) (Fillingame and Mosher, 1986; Brusilow, 1993). Sin embargo, 
curiosamente, los genes de F0 no están adyacentes a los de F1 en cianobacterias como 
Synechococcus PCC6301 (Cozens and Walker, 1987).  
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En muchas bacterias existe un gen adicional denominado atpI cuyo producto no forma 
parte del complejo final. Este gen se expresa subestequiométricamente (Solomon et al., 1989) 
y codifica una proteína de función desconocida (Walker et al., 1984). Esta proteína no es 
esencial pero podría estar implicada en la optimización del ensamblaje del complejo, ya que los 
mutantes atpI muestran una menor cantidad de ATPasa y alteraciones en el crecimiento (Gay, 
1984). 
Hasta el momento, dentro del grupo de las bacterias lácticas sólo se ha conseguido 
obtener mutantes parciales pero no totales para la ATPasa F0F1. Se han obtenido mutantes 
para S. faecalis y S. mutans, manteniendo en ambos casos una actividad ATPasa de 
membrana de aproximadamente el 50%, lo que disminuye su resistencia al ácido (Kobayashi 
and Unemoto, 1980; Suzuki et al., 2000). Recientemente, ha podido demostrarse la 
esencialidad del operón atp tanto en S. pneumoniae (Ferrándiz and de la Campa, 2002) como 
en Lactococcus lactis (Koebmann et al., 2000). Sin embargo, la ATPasa F0F1 no es 
indispensable en E. coli ni Bacillus subtilis aunque su ausencia conlleva grandes cambios 
metabólicos, siendo los más relevantes la disminución de la tasa de crecimiento, de la relación 
ATP/ADP y del potencial de membrana, junto a la incapacidad para sobrevivir con fuentes de 
carbono no fermentables  (Jensen and Michelsen, 1992; Santana et al., 1994). Este fenotipo se 
justifica por el hecho de que el metabolismo pasa de depender de la respiración aeróbica a 
depender de la fermentación, lo que se traduce en un rendimiento energético mucho menor.  
Un fenómeno muy estudiado en el operón unc de E. coli es el control de la traducción 
diferencial con el objetivo de sintetizar las distintas subunidades en cantidad proporcional a su 
estequiometría en el complejo. Hay que tener en cuenta que el operón se transcribe en un 
único mRNA. Se ha sugerido que, de no existir mecanismos que ajustaran la traducción de la 
estequiometría particular de cada subunidad, el gasto metabólico sería 3 veces mayor (Walker 
et al., 1984), lo que parece improbable en bacterias de rápido crecimiento ya que están muy 
optimizadas metabólicamente. Este proceso se regula a nivel post-transcripcional (Brusilow, 
1993) e implica cortes endonucleolíticos específicos en el mRNA (McCarthy et al., 1991; Patel 
and Dunn, 1992) y regulación a nivel de la fase de elongación de la traducción. Este último 
control se basa en las diferencias en la velocidad con la que los tRNAs aportan los residuos a 
la cadena polipeptídica creciente. Los genes cuyo producto es necesario en grandes 
cantidades seleccionan aquellos codones cuyos tRNAs son más abundantes en la célula 
(Grosjean et al., 1978; Ikemura, 1981) y evitan aquellos codones utilizados con baja frecuencia 
por la célula, ya que se ha demostrado en E. coli que retrasan la velocidad de traducción una 
media de 6 veces (Sorensen et al., 1989). Se han desarrollado varios algoritmos para 
cuantificar la optimización del uso de codones en los genes. Uno de los más utilizados es la 
obtención del valor CAI (“codon adaptation index”; índice de adaptación de codones) en el que 
se compara las frecuencias de uso de codones en un gen determinado con el de un grupo de 
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genes expresados en gran cantidad que sirve como grupo de referencia, pudiéndose predecir 
de un modo aproximado la expresión de dicho gen (Sharp and Li, 1987). Adicionalmente, se ha 
observado que los genes que se expresan en mayor cantidad tienden a utilizar un menor 
número de codones diferentes (un valor conocido como número efectivo de codones) que 
genes de tamaño similar que se expresan en menor cantidad (Bennetzen and Hall, 1982; 
Wright, 1990). Se ha demostrado que este tipo de regulación también permite la adaptación a 
la estequiometría del complejos enzimáticos codificados por operones como es el caso del 
operón unc de E. coli, en el que los genes de las subunidades c, a y b, las de mayor 
estequiometría, muestran valores CAI más elevados, lo que se asocia a mayor velocidad de 
traducción (Sharp and Li, 1987).  
 
1.3.2. Comparación entre las ATPasas de tipo F y las de tipo V y A 
Existen 3 grupos de ATPasas de protones: tipos F, V y A. Las tipo F se encuentran en la 
membrana de las eubacterias, la membrana interna de las mitocondrias y la membrana 
tilacoidal de los cloroplastos, y es una de las principales pruebas de la teoría endosimbióntica 
para explicar la generación de células eucariotas. Las tipo V se encontraron originalmente en el 
sistema de endomembrana de eucariotas (vacuolas, aparato de Golgi y vesículas recubiertas), 
aunque también se han encontrado en eubacterias. Las ATPasas tipo A se encuentran en la 
membrana de las arqueobacterias. Las características de cada una de ellas y de las 
subunidades que las constituyen se resumen en la Tabla I. Existen algunas especies de 
eubacterias que poseen ATPasas con características compartidas entre el tipo V y el tipo A, 
como Thermus thermophilus (Yokoyama et al., 1994) y Streptococcus faecalis (Takase et al., 
1994).  
Teniendo en cuenta las secuencias de aminoácidos y el número de subunidades, las 
tipo V y tipo A son muy parecidas entre ellas (Iwabe et al., 1989; Ihara et al., 1992; Müller et al., 
1999), pero las de tipo F constituyen el grupo más homogéneo. Las grandes diferencias en las 
secuencias de las ATPasas tipo F y los otros dos tipos apoyan la idea de que se separaron en 
un punto temprano de la evolución, habiéndose propuesto la existencia de 2 linajes principales 
a partir del organismo original, el progenote. Un primer linaje estaría compuesto por las 
ATPasas tipo V y A, y un segundo por las ATPasas tipo F de las eubacterias actuales y de los 
endosimbiontes que acabaron dando lugar a las mitocondrias y cloroplastos (Gogarten et al., 
1989). A pesar de estas diferencias en sus secuencias, las tipo F y las tipo A son estructural y 
funcionalmente muy similares, según se ha comprobado tras la superposición de las 
estructuras cristalinas correspondientes a los complejos citoplásmicos (Hausrath et al., 1999). 
La homología es mayor en los dominios de unión a nucleótidos, por lo que se supone que 
mantienen el mismo mecanismo catalítico.  
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Según las condiciones en las que funcionan las ATPasas tipo V in vivo, éstas no 
sintetizan ATP (Schafer et al., 1999), sino que su función es la de generar un gradiente de 
protones a partir de hidrólisis de ATP para sacar solutos y bajar el pH de la vacuola para que 
puedan actuar las hidrolasas y proteasas ácidas (Mellman et al., 1986). La fuerza motriz de 
protones generada es usada en el tráfico de ligandos, señalización, captación de nutrientes y 
otras actividades del sistema de endomembrana (Wieczorek et al., 1999).  
 
Tabla I. Características de las ATPasas de protones 
 
                V-ATPasas             A-ATPasas              F-ATPasas 
 
Localización          Endomembranas      Arqueobacterias      Eubacterias 
                    Eubacterias                                Mitocondrias 
                                                             Cloroplastos 
Sector de 
membrana           a1d1e1c6              IKxa                 a1c9-12b2b 
          
Sector  
citoplásmico          A3B3CDEFGyHza       A3B3CDEFGH        da3gb3e 
 
Tamaño        
proteolípido          16 KDa               Variable               8 KDa  
 
a-hélices   
proteolípido          4                    2,4,6                2  
 
Hidrólisis de ATP     Irreversible            Reversible           Reversible    
 
a x, y, z constituyen estequiometrías desconocidas 
b El sector de membrana de mitocondrias incluye además las subunidades emdefgF6IF1  
  
Las ATPasas de protones están compuestas por un sector hidrofóbico (F0, V0, A0), 
constituido por tres tipos de subunidades en las del tipo F (a, c, b) y por dos subunidades en las 
tipo V y A (A y el proteolípido) y por un sector hidrofílico que posee los lugares catalíticos (F1, 
V1, A1) constituido por un gran número de subunidades. En ocasiones, también se define un 
tercer sector constituido por las subunidades que unen ambos complejos y que en el caso de 
las ATPasas tipo F incluye a la subunidad d y el segmento hidrofílico de la subunidad b.  
El número de proteolípidos y el de residuos ácidos funcionales dentro de cada uno 
determina la relación entre protones translocados y moléculas de ATP sintetizadas o 
consumidas. Hay que tener en cuenta que en todas las ATPasas de protones existen 3 
subunidades b (ó B) por complejo, en las que se sintetiza o hidroliza el ATP. La relación 
protones translocados por molécula de ATP (H+/ATP) varía según el tipo de ATPasa (Cross 
and Taiz, 1990). En las ATPasas tipo V existen seis proteolípidos por complejo, con un tamaño 
de 16 KDa, constando cada proteolípido de cuatro a-hélices de membrana con un solo residuo 
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ácido funcional situado en la última a-hélice (Arai et al., 1988). Esto supone un cociente H+/ 
ATP de 2 (Hilario and Gogarten, 1998). En las de tipo F, el proteolípido tiene un tamaño de 8 
kDa, lo que supone la mitad de tamaño que el de las tipo V, y está presente en un número 
aproximado del doble (10-12 por complejo). Cada proteolípido tiene un residuo ácido y dos 
a-hélices, siendo el cociente H+/ATP de aproximadamente 4. Sin embargo, existen 
excepciones ya que el proteolípido de la ATPasa tipo F de Acetobacterium woodii consta de 
cuatro a-hélices con un residuo ácido y un cociente H+ / ATP de 2 (Aufurth et al., 2000). El 
oligómero en las ATPasas tipo F forma una estructura funcional similar al de las de tipo V ya 
que los residuos ácidos se encuentran situados dentro de la unidad funcional constituida por el 
dimero. Por esta razón, actualmente se acepta que el proteolípido de las ATPasas tipo V surgió 
como consecuencia de la duplicación y posterior fusión de un gen similar al del proteolípido de 
las ATPasas tipo F actuales, una hipótesis apoyada por datos estructurales (Mandel et al., 
1988). El proteolípido de las ATPasas tipo A es muy heterogéneo y consta de un número de 
dos, cuatro o seis a-hélices según la especie, existiendo un número variable de grupos 
ionizables por monómero (Müller et al., 1999).  
En los homólogos de la subunidad b existen grandes segmentos conservados entre los 
tres tipos de ATPasas, especialmente en los sitios catalíticos y de unión a nucleótidos, los 
cuales constituyen unidades funcionales definidas. Las subunidades a y b son homólogas entre 
ellas ya que surgieron como producto de la duplicación de un gen antes de la divergencia de 
las tres líneas evolutivas principales: eubacterias, arqueobacterias y eucariotas (Gogarten et 
al., 1989). Las ATPasas de protones son eficaces marcadores evolutivos en eubacterias, y la 
subunidad b en concreto se ha utilizado eficazmente con este propósito (Gogarten et al., 1989). 
Los resultados se correlacionan con los obtenidos mediante la comparación de los rRNA 16S 
(Amann et al., 1988). 
 
1.4. ADAPTACIÓN DE LOS ESTREPTOCOCOS A LA ACIDIFICACIÓN DEL MEDIO  
Independientemente del pH del medio en el que vivan, todos los microorganismos 
mantienen el pH de su citoplasma cercano a la neutralidad mediante mecanismos 
homeostáticos que requieren energía. La energía necesaria para la homeostasis proviene de la 
energía de la glicolisis. Según se ha observado en S. faecalis, la capacidad para defenderse de 
un entorno ácido disminuye cuando la glicolisis se inhibe en más de un 25% (Kashket and 
Kashket, 1985). Las bacterias lácticas hacen disminuir el pH del medio debido a la producción y 
expulsión de ácido láctico consecuencia de su metabolismo y por esta razón, utilizan 
mecanismos activos para mantener su pH intracelular más alcalino que el extracelular. 
Después de la ingestión de carbohidratos, la acidificación consecuencia de la producción de 
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ácido láctico por parte de los estreptococos que viven en la cavidad oral supera la capacidad 
tamponadora de la saliva, dando lugar a fases de acidificación - neutralización. 
 
1.4.1. Incremento de la actividad ATPasa en respuesta a acidificación  
En varias bacterias lácticas, la actividad ATPasa se incrementa al disminuir el pH 
externo como en S. faecalis (Kobayashi et al., 1984), S. mutans (Hamilton and Buckley, 1991), 
Lactobacillus acidophilus (Kullen and Klaenhammer, 1999), L. lactis (Koebmann et al., 2000) y 
S. bovis (Miwa et al., 2001). De este modo, estas bacterias pueden expulsar el exceso de 
protones y mantener así el pH intracelular dentro de un rango compatible con la viabilidad 
celular protegiendo las enzimas sensibles al pH ácido, como es el caso de las enzimas 
glicolíticas (Bender et al., 1986). Aunque esta actividad, al precisar ATP, compromete el 
crecimiento (Nannen and Hutkins, 1991; Suzuki et al., 1988), es tan importante evolutivamente 
que incluso en condiciones de ayuno las células conservan unos niveles de ATP 
moderadamente elevados para afrontar posibles disminuciones del pH (Greger and Eisenberg, 
1985). 
Se han observado aumentos en la actividad ATPasa en el rango de 3 a 4 veces en S. 
faecalis (Kobayashi et al., 1984) y S. mutans (Hamilton and Buckley, 1991), cuando se 
compararon cultivos crecidos a pH moderadamente alcalino con otros crecidos por debajo de 
pH 6.0. El uso de protonóforos como la gramicidina D, CCCP o el fluoruro ha permitido 
demostrar que es el pH intracelular el inductor último de la activación de la ATPasa de 
protones. Los protonóforos colapsan el potencial de membrana por lo que el pH intra y 
extracelular se igualan (Kobayashi and Unemoto, 1980; Kashket and Kashket, 1985), lo que 
puede generar un incremento en la cantidad de la ATPasa que mimetiza al observado tras la 
acidificación del medio.  
Las bacterias lácticas presentan distinto grado de resistencia a la acidez del medio, 
según una capacidad denominada aciduria. Existe una relación entre el pH óptimo de la 
ATPasa F0F1 y la capacidad acidúrica de una bacteria láctica (Bender et al., 1986) lo que 
incluso condiciona el nicho ecológico que habita (Belli and Marquis, 1991). En bacterias del 
rumen, la capacidad acidúrica está relacionada con el rango de pH en el que puede funcionar 
la  ATPasa F0F1 (Miwa et al., 1997). Adicionalmente, la cantidad de esta enzima presente en la 
membrana también es un factor importante para determinar la capacidad acidúrica de un 
microorganismo (Bender and Marquis, 1987). El pH óptimo y la resistencia al ácido lo 
determinan las propiedades intrínsecas al sector F0 y su interacción con otros componentes de 
la membrana, puesto que el pH óptimo del sector F1 presenta sólo variaciones menores entre 
especies con capacidad acidúrica muy diferente (Sturr and Marquis, 1992). Las bacterias 
lácticas más acidúricas pueden sobrevivir a un pH más bajo manteniendo la actividad glicolítica 
y la integridad de su membrana porque pueden mantener su citoplasma a niveles 
Introducción 
 22 
moderadamente neutros gracias a su ATPasa F0F1 más que a las propiedades de sus enzimas 
glicolíticas (Bunick and Kashket, 1981). Por ejemplo, las ATPasas de membrana de las 
bacterias lácticas más acidodúricas, como S. mutans o Lactobacillus casei, son más resistentes 
al ácido que las de otras bacterias lácticas menos adaptadas como S. sanguis (Bender et al., 
1986).  
 
1.4.2. La respuesta de tolerancia al ácido 
Se ha observado que varias especies bacterianas pueden sobrevivir a un pH ácido letal 
si previamente se han adaptado a un pH ácido sub-letal o el pH ha disminuido paulatinamente. 
Las células, una vez adaptadas a un bajo pH, pueden mantener esta respuesta en el tiempo, la 
cual ha sido denominada como respuesta de tolerancia al ácido o ATR (“acid tolerance 
response”), descubierta inicialmente en Salmonella typhimurium y E. coli (Foster and Hall, 
1990) (Raja et al., 1991). En S. mutans, las células adaptadas son capaces de sobrevivir a un 
pH externo letal porque mantienen un pH intracelular que es 0.5 unidades superior al de las no 
adaptadas (Svensater et al., 1997). La adaptación a pH ácido en S. mutans puede ocurrir en el 
marco de una sola generación (Belli and Marquis, 1991). Sin embargo, se necesitan unas 15 
generaciones en cultivo continuo a pH alcalino para que las células de S. mutans adaptadas al 
ácido eliminen completamente dicha adaptación (Belli and Marquis, 1991). El descenso del pH 
interno provocado por choque ácido podría afectar la transcripción de genes específicos. Por 
otra parte, la ATR precisa parcialmente de síntesis proteica de novo (Svensater et al., 1997). La 
capacidad acidúrica de una bacteria láctica depende de la fortaleza de su respuesta de 
tolerancia al ácido en términos de número y cantidad de nuevas proteínas sintetizadas 
(Hamilton and Svensäter, 1998). Actualmente se acepta que existe una respuesta constitutiva y 
otra adaptativa con y sin síntesis proteica, respectivamente. La exposición de S. mutans al 
ácido supone la expresión de al menos 36 proteínas, aunque la mayoría de ellas de forma 
transitoria (Hamilton and Svensäter, 1998). Se ha observado en S. faecalis que la inhibición de 
la síntesis proteica de novo impide el incremento de la actividad ATPasa en respuesta al ácido 
por lo que esta enzima formaría parte de la parte inducible de la ATR (Kobayashi et al., 1984).  
La ATR es una respuesta compleja que incluye, además del incremento de la actividad 
de la ATPasa F0F1 descrita en el apartado anterior, mecanismos de reparación del DNA, 
cambios metabólicos y modificaciones en la composición de la membrana. S. mutans aumenta 
su actividad glicolítica en respuesta a la acidificación (Hamilton and Ellwood, 1978), 
probablemente para generar más ATP que sirve de substrato para la ATPasa F0F1 (Harold, 
1977). La protección del DNA también es importante ya que a pH ácido sufre un proceso de 
depurinación, por lo que S. mutans usa una endonucleasa específica para proteger su DNA de 
este proceso (Hahn et al., 1999). Además, se induce la expresión del gen uvrA, implicado en la 
reparación por escisión (Hanna et al., 2001). En S. mutans, el perfil de fosfolípidos de 
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membrana se altera a pH ácido, aumentando la proporción de ácidos grasos insaturados y los 
de 20 átomos de carbono frente a los de 14 y 16 átomos de carbono, lo que incrementa la 
impermeabilidad de la membrana a los protones (Quivey et al., 2000). La bajada de pH 
condiciona a S. bovis a polarizar la fermentación a la producción de lactato, siendo esta ruta 
considerada menos sensible a pH ácido (Russell and Hino, 1985). S. sanguis usa el sistema de 
arginina desaminasa para la producción de amoniaco, ornitina y anhidrido carbónico a partir de 
arginina como parte de su respuesta de adaptación al pH ácido (Casiano-Colon and Marquis, 
1988), lo que además de generar ATP, neutraliza el pH ácido por las propiedades alcalinas del 
amoniaco. Otra vía de protección frente al ácido, caracterizada en Lactococcus lactis, la 
constituye la enzima glutamato descarboxilasa que produce g-aminobutirato y anhídrido 
carbónico a partir de glutamatato y un protón (Sanders et al., 1998).  
Los cambios en el pH externo tienen influencia sobre muchos parámetros fisiológicos a 
través de variaciones en el transporte de membrana, lo que dispara numerosas señales 
secundarias (Olson, 1993). Aunque son desconocidos los factores transcripcionales de los que 
depende la ATR, se ha caracterizado un mutante de sensibilidad al ácido en S. mutans que 
tiene afectada la expresión de los genes ylxM y ffh (Gutierrez et al., 1996). El gen ylxM está 
conservado en las bacterias Gram-positivas y contiene motivos de unión a DNA de tipo 
hélice-giro-hélice, por lo que podría estar implicado en regulación transcripcional, mientras que 
la función de la proteína Ffh es la traslocación de proteínas a la membrana (Phillips and 
Silhavy, 1992). Este doble mutante no es capaz de desarrollar la ATR, ni de incrementar la 
actividad ATPasa de membrana, posiblemente por deficiencias en la regulación por parte del 
producto del gen ylxM y/o deficiencias en la inserción en membrana del complejo ATPasa F0F1 
por parte de Ffh (Gutierrez et al., 1999). Además, se ha detectado un incremento en los niveles 
del mRNA que incluye estos 2 genes en respuesta a la acidificación (Gutierrez et al., 1996).     
 La ATR es considerada como un factor de virulencia en el caso de bacterias como S. 
typhimurium (Foster and Hall, 1991) y Listeria monocitogenes (O'Driscoll et al., 1996) que son 
sometidas a pHs muy bajos como son los del estómago o el del fagolisosoma del macrófago. 
También es un factor de virulencia en S. mutans, la principal bacteria responsable de las 
caries, ya que la permite sobrevivir en la placa dental cuando baja el pH por debajo de 4.0 a 
consecuencia de su metabolismo, lo que causa la desmineralización del esmalte (Svensater et 
al., 1997). 
 
1.4.3. Respuesta cruzada a otros tipos de estrés 
La respuesta de adaptación a determinados tipos de estrés supone en muchos casos la 
adquisición de protección parcial frente a otras condiciones de estrés diferentes. Este 
fenómeno se basa en que estas respuestas comparten eventos comunes que se caracterizan 
principalmente por un aumento en la expresión de chaperonas como DnaK y GroeLS 
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(Jayaraman et al., 1997). Las chaperonas asisten a las proteínas durante su plegamiento para 
que éste sea correcto y protegen su estructura nativa cuando las condiciones son adversas. La 
expresión de los genes de las chaperonas se dirige desde promotores que presentan los 
denominados elementos CIRCE (”conserved inverted repeat controlling chaperone expression"; 
secuencias invertidas repetidas controladoras de la expresión de chaperonas) implicados en la 
activación ante un grupo de condiciones comunes con diversos tipos de estrés celular (Hecker 
et al., 1996). Por ejemplo, la exposición de L. lactis durante una hora a pH 5.0 protege frente a 
ácido, calor, oxidación, etanol, sal y radiación (de un modo independiente del gen recA) 
(O'Sullivan and Condon, 1997). Inversamente, exceptuando altas temperaturas, el 
sometimiento a diversos tipos de estrés no protege frente al ácido.  
 
1.5. LOS FÁRMACOS ANTIMALÁRICOS DE TIPO AMINO-ALCOHOL  
1.5.1. El uso de la optoquina en el diagnóstico 
La optoquina (Opt), químicamente etil-hidrocupreína, se usó a principios del siglo XX 
como agente terapeútico frente a S. pneumoniae pero debido a efectos secundarios graves en 
algunos pacientes como era la pérdida de visión hicieron desestimar su uso (Moore and 
Chesney, 1917). Su utilidad está restringida a prueba de diagnóstico, aunque no se comenzó a 
utilizar como tal hasta 1959, cuando Lund demostró que la prueba de sensibilidad a Opt era 
más fiable para la identificación de S. pneumoniae que la prueba de solubilidad en bilis (Lund, 
1959). Las cepas que muestran un área de inhibición mayor de 14 mm alrededor de un disco 
de 6 mm de diámetro impregnado con 5 µg de Opt son clasificadas como S. pneumoniae (Fig. 
5). Si la zona de inhibición es menor de 14 mm se recurre a otras pruebas como es la 
solubilidad en bilis. En el caso de que no exista inhibición, el aislado se identifica como 
estreptococo del grupo viridans, sin más pruebas complementarias (Mundy et al., 1998). 
El primer informe alertando sobre la existencia de aislado clínicos de neumococo 
resistentes a Opt (OptR) se remonta a 1987 (Kontiainen and Sivonen, 1987). Otros estudios 
posteriores han detectado neumococos OptR (Phillips et al., 1988; Muñoz et al., 1990; Pikis et 
al., 1997; Borek et al., 1997). También se ha detectado la presencia de poblaciones mixtas de 
aislados sensibles y OptR en el mismo paciente (Tsai et al., 2000; Pikis et al., 2001). Los 
aislados clínicos OptR tienen CMIs considerablemente mayores que las cepas sensibles 
(Muñoz et al., 1990; Fenoll et al., 1994). Los aislados clínicos OptR no están relacionados 
filogenéticamente y exceptuando el fenotipo OptR son iguales a sus variantes sensibles (Muñoz 
















El fenómeno de la resistencia alta o moderada a Opt se observa en alrededor del 1% de 
los aislados clínicos de S. pneumoniae (Muñoz et al., 1990), lo que podría generar un error en 
su identificación y, consecuentemente, errores en el pronóstico de la enfermedad e incluso en 
el tratamiento de los pacientes.  
 
1.5.2. Bases moleculares de la resistencia a optoquina 
Hace algunos años se obtuvieron pruebas genéticas de que el gen atpC, que codifica la 
subunidad c de la ATPasa F0F1, era el responsable del fenotipo de sensibilidad a Opt (Fenoll et 
al., 1994). Los mutantes OptR, tanto los generados en laboratorio como cepas clínicas, 
mostraban mutaciones puntuales en atpC que producían cambios en alguno de los 
aminoácidos que rodean al residuo funcional cE52, equivalente a cD61 de E. coli. Existía una 
relación directa entre el nivel de resistencia y el grado de inhibición de la ATPasa F0F1 por Opt 
en los diferentes mutantes. Fragmentos de PCR que llevaban mutaciones puntuales en atpC 
conferían el fenotipo OptR a una cepa de laboratorio sensible a esta droga (Fenoll et al., 1994). 
Un fenómeno análogo al observado con Opt ocurre con mutantes resistentes a quinina (Qin), 
existiendo además un fenómeno de resistencia cruzada para ambas drogas (Muñoz et al., 
1996). 
Recientemente fueron analizados un gran número de derivados de la mefloquina (Mef) 
por el Instituto Walter Reed perteneciente al ejercito de los Estados Unidos de América, con el 
objetivo de evaluar su uso potencial en la terapia antimicrobiana. Su actividad antimicrobiana 
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Figura 5. Prueba de sensibilidad a optoquina. A: Aislado clínico de S. pneumoniae con halo 




fue testada por investigadores de la Universidad de Ohio, con la conclusión de que eran activos 
frente a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y hongos a pesar de que la mefloquina era 
mucho menos activa frente a estos dos últimos grupos de microorganismos (Kunin and Ellis, 
2000). Estos compuestos eran también bastante eficaces contra Enterococcus spp y 
Staphylococcus spp. Todos los compuestos mantenían los grupos amino y alcohol 
característicos de esta familia de drogas aunque solamente los derivados con un grupo 
piperidina unido a metanol en su posición 2 fueron activos. S. pneumoniae fue claramente la 
bacteria más sensible a estos fármacos. Su concentración mínima inhibitoria (CMI) (0,4 – 0,8 
µg/ml) era compatible con los niveles alcanzables en suero (1,0 – 1,5 µg/ml). También es 
importante farmacológicamente el efecto sinérgico entre la mefloquina o sus derivados a 
concentraciones subinhibitorias y otros compuestos como gentamicina y vancomicina. Se ha 
observado que esta familia de compuestos producen la lisis celular con liberación de DNA al 
medio en E. coli, Mycobacterium avium y Staphilococcus aureus, especies cuyas CMIs son 
muy superiores a las de S. pneumoniae (Brown et al., 1979; Bermudez et al., 1999; Kunin and 
Ellis, 2000)  
Desde la aparición de la cloroquina, hace más de 40 años, no se han presentado 
fármacos más eficaces contra el agente etiológico de la malaria, Plasmodium falciparum, 
exceptuando la mefloquina en los años 70. Sin embargo, las resistencias de este parásito a la 
cloroquina cada vez son más habituales, e incluso se están extendiendo a nivel mundial (van 
Es et al., 1993). El tratamiento con Qin es la principal alternativa en los casos de resistencia a 
cloroquina (Wyler, 1983). Es difícil trabajar en laboratorio con P. falciparum, por el relativo 
desconocimiento de su biología molecular y su complejo ciclo de vida, que implica a 2 
hospedadores diferentes y la migración por distintos tipos celulares (eritrocito, hepatocito, etc). 
Especialmente importante es el hecho de que sólo el isómero eritro de la Qin es activo frente a 
S. pneumoniae. En este isomero, la distancia entre los grupos amino y alcohol es lo bastante 
grande como para favorecer los enlaces intermoleculares, en contraposición con los isómeros 
treo donde la menor distancia entre estos radicales favorece las uniones intramoleculares 
(Muñoz et al., 1996). El hecho de que el mismo requerimiento estructural se presente en la 
acción de la Qin frente a Plasmodium falciparum refuerza la hipótesis de que S. pneumoniae 
podría ser usado como modelo para evaluar nuevos antimaláricos pertenecientes a esta familia 










































1. Caracterización genética del operón atp de S. pneumoniae. 
2. Estudio de la expresión/actividad de la ATPasa F0F1 de S. pneumoniae en respuesta a 
cambios de pH.   
3. Análisis de la respuesta de tolerancia al ácido en S. pneumoniae. 
4. Actividad de la mefloquina y compuestos relacionados sobre la ATPasa F0F1 de  
S. pneumoniae. 
5. Caracterización genética de aislados clínicos de estreptococos viridans sensibles a 
optoquina. 
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1. CEPAS BACTERIANAS Y PLÁSMIDOS 
Todas las cepas de E. coli, S. pneumoniae y estreptococos del grupo viridans que se 
han utilizado en la realización de este trabajo se describen en la Tabla II. Asimismo, tanto los 
plásmidos usados como vectores como los plásmidos recombinantes obtenidos se describen 
en las Tablas III y IV.   
 
Tabla II. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo 
Cepa Genotipo / Fenotipo Referencia 
E. coli C600 thr-1, leu-6, thi-1, lacY1, supE44, tonA21 (Kato et al., 1988) 
E. coli BL21(DE3) ompT, hsdSB (rB
-mB
-), gal, dcm (DE3) (Studier and Moffatt, 1986) 
E. coli DH5a (f80dlacZDM15) endA1, recA1, hsdR17 (rk
-, mk
+), thi-1, 
gyrA96, relA1, D(lacZYA-argF) U169 
(Hanahan, 1985) 
E. coli XL1-Blue recA1, endA1, gyrA46, thi, hsdR17(rk-,mk+), supE44, 
relA1, lac-  F'[proAB+, lacIq lacZ DM15,Tn10(TcR)] 
Stratagene 
S. mitis NCTC 12261 Cepa tipo de Streptococcus mitis  NCTC 
S. oralis ATCC 10557 Cepa tipo de Streptococcus oralis de la ATCC ATCC 
S. oralis NCTC 11427 Cepa tipo de Streptococcus oralis NCTC 
S. pneumoniae 3870 Aislado clínico mosaico para los genes parC y parE  
que lleva el gen ant de estreptococos viridans 
(Balsalobre et al., 2003) 
S. pneumoniae 4114 Aislado clínico resistente a ciprofloxacina (CipR)  
S. pneumoniae ATCC 6303  ATCC 
S. pneumoniae ATCC 49619  ATCC 
S. pneumoniae CMJ1 Derivado de R6 CipR Este trabajo 
S. pneumoniae CMJ2       “         “    “      “       “        “ 
S. pneumoniae CMJ3       “         “    “      “    “        “ 
S. pneumoniae CMJ4       “         “    “      “    “        “ 
S. pneumoniae CMJ5       “         “    “      “    “        “ 
S. pneumoniae M222 Derivado de R6 con genes atpCA y parte de B de S. 
oralis 
(Fenoll et al., 1994) 
S. pneumoniae MJ11 Derivado de R6 OptR (Fenoll et al., 1994) 
S. pneumoniae MJ2       “         “    “     “  (Fenoll et al., 1994) 
S. pneumoniae MJM3 Derivado de R6 resistente a Mef (MflR) Este trabajo 
S. pneumoniae MJM4       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM5       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM6       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM7       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM8       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM9       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM11       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM13       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM15       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM21       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJM22       “         “    “         “          “     “ “        “ 
S. pneumoniae MJQ3 Derivado de R6 QinR (Muñoz et al., 1996) 
S. pneumoniae MJQ4       “         “    “      “  (Muñoz et al., 1996) 
S. pneumoniae R6 Cepa tipo de laboratorio, derivada de R36A, variante 
rugosa de la cepa tipo II D39 
 
 
S. pneumoniae R6-CAT1 Inserción de la construcción Patp -cat, derivada de R6  Este trabajo 
S. pneumoniae RF465KNE str-41, sul, nov-1, ery (Lacks and Greenberg, 1975) 
S. pneumoniae RMJ1 Derivado de R6 resistente a rifampicina (RifR) Este trabajo 
S. pneumoniae RMJ2       “         “    “         “          “          “ “        “ 
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Cepa Genotipo / Fenotipo Referencia 
S. pneumoniae RMJ3       “         “    “         “          “          “ Este trabajo 
S. pneumoniae RMJ4       “         “    “         “          “          “ “        “ 
S. pneumoniae RMJ5       “         “    “         “          “          “ “        “ 
S. pneumoniae SMJ1 Derivado de R6 resistente a estreptomicina (StrR) “        “ 
S. pneumoniae SMJ2       “         “    “         “          “          “ “        “ 
S. pneumoniae SMJ3       “         “    “         “          “          “ “        “ 
S. pneumoniae SMJ4       “         “    “         “          “          “ “        “ 
S. pneumoniae T4 trt1, hex4, endA1, exo2, mal594, derivada de R6 (Lacks and Greenberg, 1973) 
 
Tabla III. Vectores plasmídicos utilizados en este trabajo 
Plásmido Tamaño (pb) Características Referencia 
pACYC184 4244 CmR - TcR. Intentos de clonación en E. coli (Chang and Cohen, 1978) 
pUC18 2686 ApR. Clonación fragmentos operón atp en E. coli (Yanisch-Perron et al., 1985) 
pSU24 2397 CmR. Clonación de genes del operón atp en E. coli (Bartolomé et al., 1991) 
pLS1 4408 TcR. Realización de fusions génicas Patp-cat (Lacks et al., 1986) 
 
Tabla IV. Plásmidos recombinantes obtenidos o utilizados en este trabajo 
Plásmido Vector Inserto (pb) a Características Referencia 
pMJSP3 pLS1 -90 a -1 operón atp Fusión Patp-cat con promotor silvestre   Este trabajo 
pMJSP4 pLS1 -90 a -1 operón atp Fusión Patp-cat con promotor mutado      “        “ 
pOPTN2 pUC18 -186 a 966 operón atp Incluye promotor y genes atpCA  (Fenoll et al., 1994) 
pOPTN3B pSU24 -15 a 1501 operón atp  Incluye genes atpCAB  Este trabajo 
pOPTN4 pSU24 -15 a 2334 operón atp  Incluye genes atpCABd     “        “ 
pOPTN5 pSU24 1501 a 6167 operón atp Incluye genes atpagb     “        “ 
pOPTN7 pSU24 -15 a 6167 operón atp  Incluye genes atpCABdagb     “        “ 
pOPTN8 pSU24 -15 a 6409 operón atp  Incluye genes atpCABdagbe     “        “ 
 
a Las cifras indican las posiciones del operón atp incluídas en el inserto, considerando el primer 
nucleótido del gen atpC como posición +1. 
  
3.2. MEDIOS DE CULTIVO 
Para el crecimiento de las estirpes de E. coli se utilizó medio LB (Sambrook et al., 
1989), excepto cuando se realizaron experimentos de marcaje radioactivo de polipéptidos, en 
los que se utilizó una variación del medio mínimo M9 (Sambrook et al., 1989), que fue 
suplementado con 2 mM MgSO4, 0,1 mM CaCl2 y 0,5% sacarosa (medio M9-S). Para los 
cultivos en medio sólido se añadió agar (Pronadisa) a una concentración final del 1,5% (p/v).  
Para el crecimiento de S. pneumoniae y el resto de estreptococos se utilizó medio C con 
0,8% extracto de levadura (Difco) (C+Y) (Tomasz, 1970), medio AGCH con 0,3% sacarosa y 
0,2% extracto de levadura (AGCH + Y) (Lacks, 1966) o caldo Todd-Hewit (Difco) con 0,5% 
extracto de levadura (medio THYE). Para los cultivos en medio sólido se añadió agar 
(Pronadisa) a una concentración final del 1% (p/v). Para la preparación de inóculos para las 
pruebas de CMI, se crecieron cultivos en agar sangre constituido por agar Mueller-Hinton a 36 
Materiales y métodos 
 32 
g/l (Difco) y un 5% de sangre de carnero desfibrinada (Soria-Melguizo). Los componentes del 
medio C se adquirieron de Sigma excepto el fosfato potásico monosódico y disódico, las sales 
de hierro, cobre, zinc y manganeso, y el cloruro amónico que fueron suministrados por Merck. 
Los compuestos del medio AGCH se adquirieron de Merck excepto el hidrolizado enzimático de 
caseína y los casaminoácidos obtenidos de Pronadisa y la catalasa que se adquirieron a 
Calbiochem. Cuando se requirió, se ajustó el pH con NaOH 1N ó HCl 1N.  
 
3.3. ENZIMAS Y REACTIVOS 
3.3.1. ENZIMAS 
Todas las endonucleasas de restricción fueron suministradas por Amersham 
Biosciences y MBI Fermentas, utilizándose según las indicaciones del fabricante en las 
soluciones salinas proporcionadas. Las DNA polimerasas utilizadas para amplificar por PCR 
fueron la DNA polimerasa termoestable de Thermus thermophilus (Tth) de Biotools, los 
sistemas “ExpandTM High Fidelity PCR system” y “Long Template ExpandTM High Fidelity PCR 
system” de Roche. Las enzimas de modificación de DNA utilizadas fueron la DNA ligasa y la 
DNA polimerasa del fago T4 de Amersham Biosciencies y la  transcriptasa reversa del virus de 
la leucemia murina de Mooloney (MMLV) de Gibco-BRL. 
 
3.3.2. REACTIVOS 
3.3.2.1. Compuestos antimicrobianos 
Muchos de los fármacos antimicrobianos fueron proporcionados por las casas 
comerciales en forma de polvos de potencia definida. Se diluyeron en los disolventes 
recomendados a las concentraciones recomendadas y se usaron inmediatamente o se 
almacenaron a -20ºC. Otros fármacos como ampicilina, cloranfenicol, Opt, Qin, rifampicina, Str 
y tetraciclina fueron adquiridos de Sigma. La ciprofloxacina (Cip) y la mefloquina (Mfl) fueron 
proporcionadas amablemente por los laboratorios Bayer (Barcelona) y Roche (Basilea, Suiza), 
respectivamente. Los compuestos derivados de la Mlf fueron suministrados por Calvin Kunin 
del Departamento de Medicina Interna de la Universidad de Ohio (USA). 
 
3.3.2.2. Productos químicos 
Las sales inorgánicas, ácidos, bases y compuestos orgánicos fueron suministrados 
mayoritariamente por Merck, además de los colorantes para electroforesis, detergentes, APS, 
urea, BSA, DMSO, lisozima y glicerol. El ATP, IPTG, X-GAL, DTNB, DNA de esperma de 
salmón, DOC, DNAasa, RNAasa y agarosa de alto grado fueron proporcionadas por Sigma. La 
proteinasa K fue suministrada por Roche. Los reactivos para electroforesis, marcadores de 
peso molecular, acrilamida, N,N’-metilen-bisacrilamida, SDS, TEMED y el b–mercaptoetanol 
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fueron adquiridos de Bio-Rad. La agarosa fue también proporcionada por Pronadisa. Los 
deoxinucleótidos utilizados en PCR provinieron del Ultrapure dNTP set de Amersham 
Biosciences. 
 
3.3.2.3. Productos radioactivos 
El DNA fue marcado con [a-32P]dATP con una actividad específica de 300 Ci/mmol 
(Amersham Biosciences). Para la reacción de secuenciación necesaria para el experimento de 
"primer extension" se utilizó [a-35S]dATP con una actividad específica de 1.000 Ci/mmol 
(Amersham Biosciences).  
Para el marcaje de proteínas se utilizó el compuesto PRO-MIX (70% L- [35S]metionina 
+ 30% L- [35S]cisteina) con una actividad específica 1.000 Ci/mmol (Amersham Biosciences).   
 
3.3.2.4. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos necesarios para las reacciones de secuenciación, PCR o "primer 
extension" fueron proporcionados por el servicio de Biopolímeros del Instituto de Salud Carlos 
III o por Amersham Biosciences. Todos los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se 
describen en la Tabla V. 
 
Tabla V. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo 
Nombre Secuencia 5' - 3'  a Utilidad 
antDOWN TCATGAGTCTTCTCCTCTCGC Amplificación para sonda del gen ant 
antUP GCTGTCGCCATGTCTGGTTCACG Amplificación para sonda del gen ant 
atp660 ggtcggaaTTCCAATAGCGGTTAAAAGTTG Clonación del operón atp. Amplificación de 
promotor atp para fusión génica 
atpA107R GCGGTTGGCGAACTCCACCAG 
106NWWSSPTA113 (AtpA) (Cadena complementaria) 
Secuenciación de atpC y atpA 
atpB56 GACGGGCTTCTTCAGCTCTGTC 
50DRAEEAR56 (AtpB) (Cadena complementaria) 




Clonación del operón atp 
atpb394 GACCTTGGTTGCTCGCGCCCGTCG    
394KTLVARARR402 (Atpb) 
Clonación del operón atp 
atpC1 gcgcgaattcAAAGGAGAATTTGTTATGAA 
1MN2  (AtpC) 
Clonación del operón atp 
atpC1-Sph gcgcgcatgcAAAGGAGAATTTGTTATGAA 1MN2  (AtpC) 
Clonación del operón atp 
atpC17 CCATTCATCAATAAACCTTCACCG    
17VGEGLLMNG25 (AtpC) (Cadena complementaria) 
Determinación del inicio de transcripción del 
operón atp por “primer extension” 
atpC18R CCGACAGATACGCCCATACAGGC  
11ACMGVSVG18 (AtpC)  (Cadena complementaria) 
Secuenciación de la región 5´a atpC de la cepa 
1162/99 
atpd110 GCGCGGATCCGAGCAGACGTAATCGTCAC    
110VTITSAH116 (Atpd) (Cadena complementaria) 
Clonación del operón atp 
atpend1 gcggccgaattcCCGAAGCAGTCTGCATCCGTTT Clonación del operón atp 
atpend2 gcgcggtaccGAAGCAGTCTGCATCCG Clonación del operón atp 
atporf1 ggtcggaaTTCTGGATGGCTAACTTGAACTTG Construcción mutantes mflR 
atpCorf2 AACAAATTCTCCTTTAAAATAAAATTT Amplificación promotor atp para fusión génica 
c18R-Smi CCAAGAGACACACCCATACAGGC 11ACMGVSLG18 (AtpC)  (Cadena complementaria) 
Secuenciación de la región 5´a atpC de S. mitis 
y 1174/97 
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c18R-Sor GCAAGAGATACACCCATACAGGC 11ACMGVSLA20 (AtpC)  (Cadena complementaria) 
Secuenciación de la región 5´a atpC de S. oralis 
cat1 ATGAACTTTAATAAAATTGATTTAGAC 
1MNFNKIDLD9 (Cat) 
Amplificación gen cat para fusión génica 
cat-end2 gcgcaagcttTCATATTATAAAAGCCAGCT 223DWLL226 (Cat) (Cadena complementaria) 
Amplificación gen cat para fusión génica 
endAlfa GCTGGTACACTTCGTATCGACC    
379AGTLRIDL386 (Atpa) 
Secuenciación del operón atp 
endBeta GCCAGAAGATGCCTTCCGTGG    
445LPEDAFRG452 (Atpb) 
Secuenciación del operón atp 
endGamma CTGGAGCAGTTGTTGCCTCA 
 220LEQLLPQ226 (Atpg) 
Secuenciación del operón atp 
midAlfa CACTTCGTCAGTACGGTGCC 
 211TLRQYGA217 (Atpa) 
Secuenciación del operón atp 
midBeta CCGTTTCACTCAGGCTGGTTC    
252FRFTQAGS259 (Atpb) 
Secuenciación del operón atp 
parC50 AAGGATAGCAATACTTT  
 50KDSNTF55 (ParC) 
Amplificación y secuenciación de la QRDR de 
parC 
parC152 GTTGGTTCTTTCTCCGTATCG 
147DTEKEP152 (ParC)   
Amplificación y secuenciación de la QRDR de 
parC 
parC503R GCCTTGGTCACGCTGACGTAGG   
502TYVSVTKA509(ParC) 
Generación de  mutantes CipR 
parCup GAACACGCCCTAGATACTGTG Generación de mutantes CipR 
pepti101 GCAGTTATCGTATCTGACCCAGCC 
102AVIVSDPA109 (Spr1284) 




Secuenciación de spr1284. Sonda 
pepti297 GGACGAGATGTGGAAGGTTGCCC 
297VDEMWKVAQ305 (Spr1284) 
Secuenciación de spr1284 y de región 3’ a 
spr1284 de 1162/99 y 1174/97 
pepti413R CGAACCATGTCTCCTGATTGAACGGG 
405PVQSGDMVR109 (Spr1284)  
(Cadena complementaria) 
Secuenciación de spr1284  
pepti434Sor GGAACCAGCGTCACAGTTCGTGC 
427GTSVTVRA434 (Spr1284) 
Secuenciación de región 3’ a spr1284 de S. 
oralis 
retro2485 GACTTTCACCTACAGGGAC 
   117VPVGESL123 (Atpa) (Cadena complementaria) 
Secuenciación del operón atp 
retro3031 GGCTTCACGACCTGGAGGACG   
278RRPPGREA285 (Atpa) (Cadena complementaria) 
Secuenciación del operón atp 
retro3576 GAGCATCAAAGAAGGCATGG    
461FHAFFDAQ468 (Atpa) (Cadena complementaria) 
Secuenciación del operón atp 
retro4138 GGTTGGTCTGACAAGCCACG    
141RGLSDQP147 (Atpg) (Cadena complementaria) 
Secuenciación del operón atp 
retro4700 CGGGACCGATAACCTGAGC   
7AQVIGPV13  (Atpb) 
Secuenciación del operón atp 
retro5254 CCCAGTAAAGGTCATTCCCC   
191EGNDLYWE198 (Atpb) (Cadena complementaria) 
Secuenciación del operón atp 
retro5825 GCTCATCCATACCAAGGATAGC 
 382AILGMDEL388 (Atpb) (Cadena complementaria) 
Secuenciación del operón atp 
rpoB227 GCGAATTGGTTCGCAACACTG    
227ELVRNT233 (RpoB) 
Generación de mutantes RifR 
rpoB427 CGGTTGGTGAATTGCTTGCCAACC    
427AVGELLAN435  (RpoB) 
Amplificación y secuenciación de la parte central 
de rpoB 
rpoB554R CAAGTGTCCGTAAGATGCAAG     
548LSSYGHL554  (RpoB) 
Amplificación y secuenciación de la parte central 
de rpoB 
rpoB773R GTCATGTAGGCAACGATTGGG    
768PIVAYMT774  (RpoB) 
Generación de mutantes RifR 
rpsL6 CCAATTGGTTCGCAAACCGCG     
6QLVRKPR12  (RpsL) 
Generación de mutantes StrR 
rpsL131R CCGTATTTAGAACGGCCTTG     
125QGRSKYG131  (RpsL) 
Amplificación y secuenciación de rpsL 
rpsLdown CGGAAGTGTGCGAATGCACGG    
143RMAEANR149  (RpsG) 
Amplificación y secuenciación de rpsL 
rpsLup GGGCTAGTAGAAGTAGTTGGC    
101PTTSTSP107  (Spr0247) 
Generación de mutantes StrR 
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startAlfa GGTGTTGTAACCTATATCGGGG   
29GVVTYIGD36  (Atpa) 
Secuenciación del operón atp 
startBeta GGTCGTCCAATCTCTGTAC    
77GRPISVP83  (Atpb) 
Secuenciación del operón atp 
startGamma GTTTACGCTCAGAAAGTGCG 
45VYAQKVR51  (Atpg) 
Secuenciación del operón atp 
upatp3 tcggaagcttAGGAAAAGCGCTTAAGAAACA Comprobación orden génico por PCR 
 
a Los aminoácidos que codifica cada oligonucleótido se representan en negrita junto con el nombre del 
polipéptido al que pertenecen entre paréntesis. Las dianas de restricción en el extremo 5’ y las colas con 
GCs presentes en algunos de los oligonucleótidos se indican en minúscula. Éstas son BamHI (atpd110) 
EcoRI (atp660, atporf1, atpC1, atpend1), HindIII (catend2, upatp3), KpnI (atpend2) y PaeI (atpC1-Sph).  
 
3.4. CULTIVOS DE BACTERIAS, TRANSFORMACIÓN GENÉTICA Y PRUEBAS DE 
SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS 
3.4.1.  Cultivos de bacterias  
Los cultivos de E. coli en medio líquido crecieron en agitación a 37ºC a concentración 
atmosférica de CO2. Los cultivos de S. pneumoniae y el resto de estreptococos se crecieron en 
medio líquido a 37ºC sin agitación o en medio sólido a 37ºC en presencia de 5% de CO2. Las 
bacterias se guardaron a –80ºC con glicerol al 25%.  
Para los experimentos mostrados en las Figs. 14-17, S. pneumoniae se creció en medio 
C+Y ajustado a pH 8.0 (tampón fosfato 50 mM). El cultivo se diluyó entre 20 y 40 veces en 
medio fresco tamponado a pHs iniciales diferentes entre 8.0 y 6.0 a intervalos de 0.4 unidades, 
y se tomaron muestras cuando los cultivos llegaron a una OD620 = 0.25. Se monitorizó la 
disminución del pH del medio durante el crecimiento. Los valores finales de pH se muestran en 
las Figs. 14-17 y son 7.5 (pH inicial 8.0), 7.3 (pH inicial 7.6), 7.0 (pH inicial 7.2), 6.6 (pH inicial 
6.8), 6.2 (pH inicial 6.4) y 5.7 (pH inicial 6.0). 
 
3.4.2. Transformación genética 
Para la transformación de E. coli se utilizó el método de Hanahan (Hanahan, 1985). Las 
células competentes se mantuvieron 10 min en baño de agua-hielo, se les añadió DNA a una 
concentración final de 100-200 ng/ml, se mantuvieron 30 min a 4ºC seguido de choque térmico 
de 2 min a 42ºC, 3 min nuevamente a 4ºC y 1 h a 37ºC para la expresión de los nuevos alelos, 
seguido de siembra en medio sólido. Los transformantes se seleccionaron en 100 µg/ml  
ampicicilina ó 60 µg/ml cloranfenicol. La identificación de transformantes en la cepa XL1-Blue 
se facilitó mediante el uso de X-GAL al 0,004% e IPTG al 0,008% en medio sólido, por la 
ausencia de color azul de la colonia (Sambrook et al., 1989).  
La transformación en S. pneumoniae se realizó por un método previamente descrito 
(Lacks, 1966). Primeramente se obtuvieron células competentes después de varios pasos de 
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dilución/crecimiento hasta una OD620 = 0.25. Estas células se diluyeron 1:20 en medio AGCH 
con 0,2% sacarosa y CaCl2 300 µM, y se mantuvieron 20 min a 30ºC. Posteriormente se añadió 
1 µg de DNA genómico ó 100-150 ng de DNA plasmídico (o de fragmento de PCR). Las 
células se mantuvieron 40 min a 30ºC para que tuviera lugar la captación de DNA y 90 min a 
37ºC para la expresión de los nuevos alelos adquiridos. Las células fueron sembradas en 
medio sólido o guardadas a –80ºC con un 25% de glicerol. Los transformantes fueron 
seleccionados con 2 µg/ml Cip, 2,5 µg/ml cloranfenicol, 100 µg/ml estreptomicina, 0,31 µg/ml 
Mfl, 1 µg/ml Rif ó 1 µg/ml tetraciclina. 
 
3.4.3. Pruebas de susceptibilidad a compuestos antimicrobianos 
Las CMIs se determinaron mediante el método de microdilución tal como recomienda el 
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) (National and Standards, 2000). 
El medio utilizado fue caldo Mueller-Hinton (Difco) suplementado con 2,5% de sangre de 
caballo desfibrinada lisada (Soria-Melguizo). El inóculo se preparó mediante la suspensión en 
dicho caldo de varias colonias tomadas de un cultivo crecido toda la noche en medio agar 
sangre. La turbidez se ajustó a una OD600 = 0.08-0.100 (0.5 unidades McFarland; ~108 ufc/ml), 
posteriormente se diluyó 100 veces en el mismo medio (~106 ufc/ml), inoculándose 10 µl a 
cada pocillo (~104 ufc). Se usaron placas de 96 pocillos de fondo plano que se incubaron a 
37ºC a concentración atmosférica de anhídrido carbónico, durante 20-24 h. La CMI estimada 
fue la menor concentración de antibiótico que inhibió el crecimiento visible bacteriano. Como 
control de sensibilidad se utilizaron las estirpes de S. pneumoniae ATCC 6303 y ATCC 49619. 
Como controles de resistencia a antimaláricos se utilizaron la cepa de Streptococcus mitis 
NTCT 12261, y las de Streptococcus oralis ATCC 10557 y NTCT 11427. Como controles de 
resistencia a Cip y Str se utilizaron el aislado clínico S. pneumoniae 4114 y la cepa S. 
pneumoniae RF465KNE, respectivamente.  
 
3.5. AISLAMIENTO Y MANIPULACIÓN DEL DNA 
3.5.1. Extracción de DNA cromosómico 
El DNA cromosómico, tanto de S. pneumoniae como el de varias estirpes de 
estreptococos viridans, fue extraído por el método del CTAB descrito previamente (Ausubel et 
al., 1994). 
  
3.5.2. Aislamiento y purificación de plásmidos 
La extracción de pequeñas cantidades de DNA plasmídico de E. coli se llevó a cabo 
mediante el método de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989) o mediante el High PureTM Plasmid 
Isolation Kit (Boehringer Mannhein). La obtención a gran escala se realizó mediante el método 
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de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989) o mediante el QIAfilter Plasmid Maxi Kit (QIAgen). La 
obtención de DNA plasmídico de S. pneumoniae se realizó mediante un método previamente 
publicado (Stassi et al., 1981). 
 
3.5.3. Electroforesis 
La separación de los DNA genómicos, plásmidos, fragmentos de restricción y productos 
amplificados por PCR se realizó en geles de agarosa tanto con fines analíticos (Pronadisa) 
como preparativos (Sigma). Como marcador de peso molecular, se utilizó el Weigth Marker III 
(Amersham Biosciences), o el DNA ladder (Fermentas).  
Cuando fue necesario, los fragmentos de DNA fueron purificados desde la porción de 
gel de agarosa que lo contenía utilizando el Kit Gene Clean II (Bio101). 
 
3.5.4. Hibridación de DNA 
Para los ensayos de "Southern blot" (Sambrook et al., 1989), el DNA se transfirió 
mediante capilaridad a una membrana de nylon ImmobilonTM-Ny+ (Millipore) que se secó 
durante 1 h a 80ºC y a la cual se unió covalentemente el DNA mediante exposición a radiación 
ultravioleta durante 2 min. Para la obtención de las sondas, en primer lugar se obtuvieron éstas 
por PCR utilizando los oligonucleótidos adecuados. El exceso de oligonucleótidos y los dNTPs 
de las reacciones de PCR fue eliminado con columnas Microspin HR S-400 (Amersham 
Biosciences). Las sondas fueron entonces marcadas con biotina por "random priming" 
utilizando el NEBlot Phototope kit (New England Biolabs Inc). La detección de la señal 
resultante de la hibridación específica se llevó a cabo por el Phototope-Star detection kit (New 
England Biolabs Inc). 
 
3.5.5. Construcción de plásmidos 
Los plásmidos recombinantes se generaron a partir de fragmentos de PCR y 20-40 ng 
de DNA de vector plásmídico digeridos con las mismas enzimas a una proporción molar final 
de 3:1. A la mezcla de DNA en el tampón de ligación proporcionado por el fabricante, se le 
añadieron 3 unidades Weiss de T4 ligasa (Amersham Biosciences) y 1 mM de ATP de grado 
ligación (Amersham Biosciences). Se incubó la mezcla durante 4 h a 10ºC, tras lo cual se 
inactivó la DNA ligasa por calentamiento a 65ºC durante 10 min seguido de enfriamiento 
progresivo hasta 4ºC durante 20 min para permitir la renaturalización del DNA. Los productos 
de ligación se utilizaron inmediatamente para transformar o se guardaron a –20ºC. 
Las fusiones génicas utilizadas para monitorizar la actividad del promotor atp se 
obtuvieron a partir de una reacción de ligación simultánea entre un fragmento que contenía el 
promotor del operón atp, un fragmento que contenía el gen reportero cat y el plásmido pLS1 
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como vector. Para obtener el promotor del operón atp, se amplificó mediante PCR un 
fragmento de 90 pb con los oligonucleótidos atp660 y atpCorf2 fosforilado, que posteriormente 
se digirió con EcoRI. El fragmento de 600 pb que contenía el gen cat se obtuvo mediante PCR 
a partir del plásmido pJS3 con el oligonucleótido cat1 fosforilado y cat-end2, el cual fue 
posteriormente digerido con HindIII. Finalmente para utilizar pLS1 como vector, éste fue 
digerido con EcoRI y HindIII. Los plásmidos resultantes fueron denominados pMJSP3 cuando 
para la amplificación del promotor atp se utilizó como molde DNA genómico de R6, y pMJSP4 
cuando el molde fue el plásmido pOPTN2. Para introducir la construcción Patp-cat dentro del 
cromosoma de la cepa R6, se transformó a esta cepa con un fragmento de PCR de 734 pb 
amplificado a partir de pMJSP3 utilizando los oligonucleótidos atp660 y cat-end2 como 
cebadores. Uno de los transformantes fue seleccionado por resistencia a cloranfenicol y fué 
denominado R6-CAT1. 
 
3.6. AMPLIFICACIÓN POR PCR, DETERMINACIÓN Y ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE 
NUCLEÓTIDOS 
Para la amplificación de fragmentos para la clonación se utilizaron el High Fidelity 
System o el Long template High Fidelity System cuando el inserto superaba las 4 Kb, 
poseyendo ambos sistemas función correctora de pruebas. La amplificación se llevó a cabo 
utilizando 1 µg de DNA genómico de R6 como molde, 1 µM de cada oligonucleótido, 0,35 mM 
de cada dNTP, en el tampón recomendado por el fabricante con una concentración final de 
MgCl2 de 2,25 mM, y 3,75 unidades de enzima. Se llevó a cabo un primer ciclo de 5 min a 
95ºC, 15 min 55ºC (en el que a los 7 min se añadió la enzima) y 6 min 68ºC, seguido de 30 
ciclos de 1 min a 95ºC, 2 min a 55ºC, y 2-5 min de elongación a 68ºC (según el tamaño del 
fragmento) más 20 seg adicionales por ciclo, para finalizar con 8 min a 72ºC y descenso hasta 
4ºC.   
Para amplificar fragmentos con un objetivo distinto a la clonación se utilizó 1 unidad de 
DNA polimerasa termoestable de Thermus thermophilus, Tth (Biotools), 1 µg de DNA 
cromosómico, 0,4-0,8 µM de cada oligonucleótido, 0,2 mM de cada dNTP, en el tampón 
recomendado por el fabricante con 2 mM MgCl2, en un volumen final de reacción de 50 µl. El 
proceso consistió en un ciclo previo de desnaturalización de 1 min a 94ºC, seguido de 30 ciclos 
de 30 seg a 94ºC, 90 seg a 55ºC, y 30-75 a 72ºC (según la longitud del fragmento); y un ciclo 
final de 8 min a 72ºC con posterior enfriamiento hasta 4ºC.   
Para evitar su interferencia en posteriores reacciones, los oligonucleótidos, dNTPs no 
incorporados y el exceso sales de las mezclas de reacción de PCR se eliminaron con columnas 
MicrospinTM HR S-400 (Amersham Biosciences).  
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Las reacciones de secuenciación se realizaron con el kit de terminadores de Rhodamina 
o el kit Bigdye de PE Biosystems y el secuenciador de DNA Biosystems Prism 377 según las 
instrucciones del fabricante. Todas las secuencias se llevaron a cabo en las dos hebras. Para 
la reacción paralela al producto de "primer extension" en el experimento de localización del 
inicio de transcripción del operón se utilizó el Kit Sequenase 2.0 (Amersham Biosciences).  
  
3.7. PURIFICACIÓN Y ANÁLISIS DE RNA 
3.7.1. Extracción de RNA total. 
Para los experimentos de "primer extension y "northern blot" se extrajo el RNA de 50 ml 
de cultivos de S. pneumoniae o E. coli en fase exponencial que se recogieron por 
centrifugación y se lisaron por congelación y descongelación rápida (-80ºC / 37ºC) en una 
solución de Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA y 0,1% DOC en el caso de células de S. 
pneumoniae y 20 mM  acetato sódico, 1 mM EDTA y 1 mg/ml de lisozima en el caso de células 
de E. coli. Posteriormente se añadió SDS hasta una concentración final de 0,5% y se fenolizó 3 
veces con dos volúmenes de fenol ácido saturado con acetato sódico 20 mM pH 5.0 a 70ºC. El 
RNA se precipitó 2 veces.  
Para el experimento de "slot blot", se extrajo el RNA de 50 ml de cultivo en fase 
exponencial mediante el “RNeasy midi kit” de Qiagen lisando previamente las células durante 
15 min a 37ºC en 750 µl de tampón Tris 10 mM, 1 mM EDTA pH 8.0  con 0,1% DOC.  
La pureza y concentración del RNA fueron determinadas por espectrofotometría y 
visualización tras electroforesis en geles de agarosa. 
 
3.7.2. Ensayo de "primer extension" 
Para la localización del inicio de transcripción del operón atp se utilizaron 20 µg de RNA 
total de la cepa T4. El RNA se desnaturalizó durante 1 min a 90ºC en presencia de 1 pmol del 
oligonucleótido atpC17, en un volumen total de 3 µl. Después de un enfriamiento lento 
mediante 5 min a 42ºC, se añadieron 30 unidades de transcriptasa reversa del virus de 
Moloney (Gibco), 32 unidades de inhibidor de RNAasas RNasine (Promega) y 15 µCi de 
[a-32P]dATP (300 Ci/mmol) en una concentración final de 175 µM de dNTPs (excepto dATP), 
17,5 mM dATP, 3,5 mM DTT en el tampón proporcionado por el fabricante de la enzima y en un 
volumen final de 20,5 µl. La reacción de extensión se produjo por incubación a 37ºC durante 30 
min, tras los cuales se paró mediante la adición de 5 µl de solución de parada del kit 
Sequenase 2.0 (Amersham Biosciences).  
La secuencia del DNA paralela se realizó mediante el kit de secuenciación Sequenase 
2.0 (Amersham Biosciences) siguiendo las indicaciones del fabricante, y utilizando como molde 
el plásmido pOPTN2 de E. coli que contiene parte de la secuencia del operón atp de S. 
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pneumoniae, incluyendo el promotor, y el mismo oligonucleótido que en la reacción de primer 
extension (atpC17) como iniciador de la reacción de secuencia. 
  
3.7.3. Hibridación de muestras de RNA por "northern blot" 
La separación del RNA total se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 
1,2% y 2,2 M formaldehido (Sambrook et al., 1989). A muestras de 10 ó 20 µg de RNA total 
ajustadas a un volumen de 4,5 µl con agua estéril, se le añadieron 2 µl de tampón 5´ de 
electroforesis de geles de formaldehido (0,1 M MOPS pH 7.0, 40 mM acetato sódico, 5 mM 
EDTA), 3,5 µl de formaldehido al 37% y 10 µl de formamida desionizada. Las muestras se 
incubaron durante 15 min a 65ºC y se enfriaron rápidamente en hielo. Antes de cargarse, a 
cada muestra se le añadieron 2 µl de tampón de carga para geles de formaldehido (50% 
glicerol, 1 mM EDTA pH 8.0, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% azul de xilen-cianol). Como 
marcador de peso molecular se utilizaron 3 µg del RNA ladder 9,5-0,2 Kb (Gibco). Después de 
la electroforesis, las bandas del carril correspondiente al marcador de peso molecular se 
detectaron mediante tinción durante 15 min con bromuro de etidio a 5 µg/ml en acetato 
amónico 0,1 M, y posterior lavado durante 14 h en agua. El RNA de los carriles con las 
muestras se transfirió a una membrana de nylon ImmobilonTM-Ny+ (Millipore) por capilaridad. 
La membrana se secó durante 16 h a temperatura ambiente, y el RNA se unió covalentemente 
a ésta por exposición durante 90 seg a luz ultravioleta. El mRNA específico de operón atp se 
detectó mediante hibridación con una sonda radioactiva a una concentración de 106 cpm/ml en 
solución de hibridación con formamida y posterior exposición de la membrana en film (Kodak) o 
mediante pantallas Fujibas (Raytest Isotopenme bgeräte Gmbh).  
El marcaje de la sonda utilizada se realizó mediante PCR usando DNA cromosómico de 
R6 y los oligonucleótidos atpb128 y atpd110, incluyendo en la reacción 20 µCi de [a-32P]dATP 
(300 Ci/mmol) (Amersham Biosciencies). No se advirtieron bandas inespecíficas en un control 
paralelo sin isótopo radioactivo. El exceso de oligonucleótidos y dNTPs se eliminó mediante 
columnas Microspin HR-S400 (Amersham Biosciences).  
 
3.7.4. Hibridación de muestras de RNA por "slot blot" 
Se utilizó un método previamente descrito (Sambrook et al., 1989). A 5 µg de RNA total 
en un volumen de 10 µl se le añadieron 20 µl de  formamida desionizada, 7 µl de formaldehido 
al 37% y 2 µl de 20´SSC (1´SSC: cloruro sódico 0,15 M, citrato sódico 0,015 M). Las muestras 
se mantuvieron a 68ºC durante 15 min y posteriormente a 4ºC hasta su uso, momento en el 
que se les añadieron 2 volúmenes de 20´SSC. El RNA se transfirió a una membrana de nylon 
Immobilon-NY+ (Millipore) a vacío (20 mm Hg) y se lavó con 1 ml de 10´SSC. La membrana 
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se secó a temperatura ambiente durante 16 h y el RNA se fijó mediante exposición de 2 min a 
luz ultravioleta. 
El marcaje de las sondas, la hibridación y el revelado se realizaron según se describe 
en la sección 3.5.4.  
 
3.8. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
3.8.1 Expresión de proteínas bajo el control de un promotor del f10 fago T7  
Para la hiperexpresión de las proteínas se utilizó la cepa de E. coli BL21(DE3),  la cual 
contiene un fago lisogénico con la RNA polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor 
lacUV5 además de ser defectiva en proteasas (Studier et al., 1990). Este fenotipo optimiza la 
expresión de proteínas cuyos genes se encuentran bajo el promotor f10 del fago T7 mediante 
la adición de IPTG al medio, a la vez que permite la inhibición de la expresión de todos los 
genes endógenos de E. coli mediante la adición al cultivo de rifampicina, la cual inhibe la RNA 
polimerasa bacteriana. Para el marcaje in vivo de las proteínas inducidas de este modo se 
utilizó el producto PRO-MIXTM de Amersham Biosciences. A 140 µl de cultivo se le añadieron 
10 pmoles de PRO-MIX (1.000 Ci/mmol), y se incubó a 37ºC durante 5 min. Posteriormente se 
paró la reacción por adición de 140 µl de medio de cultivo a 4ªC M9-S e incubación a 4ºC 5 
min. Se centrifugó a 12.000 ´ g ´ 5 min y las células y se resuspendieron en 28 µl de tampón 
de desnaturalización de proteínas 2´ (0,2 M Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 35% glicerol, 0.5 M 
EDTA, 800 mg/ml de azul de bromofenol).    
Las proteínas de los extractos celulares o las fracciones enriquecidas en membrana se 
diluyeron en tampón de desnaturalización y se separaron en geles de poliacrilamida al 
12,5-15% de acuerdo a un método descrito previamente (Studier, 1972). Como marcador de 
peso molecular se utilizó el Low Protein Weight Marker (Bio-Rad). Los geles se tiñeron con una 
solución de azul de Coomasie R250 al 0,05% en metanol: ácido acético: agua (4:1:5) durante 
30 min. El exceso de tinción fue eliminado mediante sucesivos lavados con una solución de 
metanol: ácido acético: agua (3:1:6). Los geles de poliacrilamida fueron secados y plastificados 
con el Gel Drying kit (Promega) para facilitar su posterior manejo y almacenado. 
 
3.8.2. Cuantificación de la cantidad de proteína 
La cantidad de proteína se cuantificó con el Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) basado 
en el método de Bradford (Bradford, 1976). Como patrón se utilizaron soluciones de BSA de 
concentración conocida. 
 
3.9. ENSAYOS BIOQUÍMICOS 
3.9.1. Preparación de extractos crudos y fracciones de membrana 
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           Los extractos crudos celulares se prepararon a partir de 8 ml de cultivo a una DO620 = 
0,25. Los cultivos se centrifugaron y se lavaron con 1,5 ml de 50 mM Tris-HCl pH 7.8 y 50 µM 
b-mercaptoetanol. Las células se incubaron durante 15 min en 250 µl del mismo tampón con 
tritón X-100 al 0,1%. Las células se rompieron finalmente mediante el paso de 4 veces a través 
de la aguja de una jeringuilla de insulina. Los extractos se mantuvieron a 4ºC hasta el ensayo si 
éste era inmediato o se guardaron a -80ºC.  
Las membranas se prepararon a partir de 250-500 ml de cultivo. Las células se 
recolectaron por centrifugación y se lavaron 2 veces con 10 ml de 20mM Tris-HCl pH 7.5, 1mM 
MgCl2. Posteriormente se resuspendieron en 5 ml del mismo tampón y fueron sometidas a 
sonicación durante 5 periodos de 1 min alternando con 1 min a 4ºC para evitar el 
sobrecalentamiento de la muestra. Los productos de sonicación se centrifugaron a 8000´g ´10 
min para precipitar las células enteras y los restos celulares. Los sobrenadantes fueron 
sometidos a una ultracentrifugación de 100.000´g durante 1 h. Las membranas precipitadas se 
resuspendieron en 300 µl del mismo tampón y se conservaron a 4ºC hasta su uso o se 
almacenaron a -80ºC.  
 
3.9.2. Ensayo de actividad ATPasa 
La actividad ATPasa se cuantificó en extractos crudos y en fracciones enriquecidas de 
membrana según se ha descrito (Muñoz et al., 1996), utilizando el método de determinación de 
fosfato de Chen (Chen et al., 1956). Se diluyeron 20 µl de extractos crudos ó 3 µl de fracciones 
enriquecidas en membranas en 0,1M Tris-ClH pH 7.5, 1 mM MgCl2 hasta un volumen final de 
475 µl. Esta mezcla se pre-incubó durante 20 min a temperatura ambiente con o sin inhibidor 
(DCCD / compuestos antimaláricos de tipo amino-alcohol). Las preparaciones se calentaron 
durante 8 min a 37ºC y posteriormente se inició la reacción mediante la adición de 25 µl de 
0,1M ATP. La mezcla se incubó durante 30 min a 37ºC, tras lo cual se paró la reacción 
mediante la adición de 50 µl de 40% TCA y 950 µl de agua. Las soluciones se centrifugaron y a 
1 ml de sobrenadante se añadió 1 ml de una solución constituida por 0,5% molibdato amónico, 
2% ácido ascórbico y H2SO4 1,5 N. La concentración de fosfato se determinó después de 90 
min a temperatura ambiente mediante la absorción a OD725. Como patrón se utilizaron 
soluciones de fosfato monopotásico de concentración conocida.  
Una unidad ATPasa se definió como la actividad necesaria para la producción de 1 
µmol de fosfato inorgánico por ml en 30 minutos. El valor IC50 para cada fármaco antimalárico 
se define como la concentración de droga necesaria para inhibir la actividad ATPasa en un 
50%. 
 
3.9.3. Ensayo de medición de actividad CAT 
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Se utilizó un método publicado previamente que acopla la reacción de producción de 
acetil-CoA a una reacción colorimétrica (Ballester et al., 1990). Se añadieron 50 µl de cada 
extracto crudo a 0,9 ml de una solución constituida por 100 mM Tris-HCl pH 7.8, 0,4 mg/ml 
DTNB y 0,1 mM acetil-CoA. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 2 min, 
midiéndose a partir de ese punto el incremento de OD412nm cada 10 seg durante un periodo de 
2 min (DOD0). Se añadieron entonces 50 µl de cloranfenicol 2 mM, registrándose nuevamente 
el incremento de OD412nm durante otros 2 min (DODc).  







DODc: incremento de OD412nm entre 60 y 120 segundos después de añadir cloranfenicol. 
DOD0: incremento de OD412nm entre 60 y 120 segundos antes de añadir cloranfenicol. 
0,0136: coeficiente de extinción molar del DTNB. 
  
3.10. METODOS INMUNOQUÍMICOS 
3.10.1. Preparación de antisuero 
El antisuero frente a la subunidad b de la ATPasa F0F1 de S. pneumoniae se obtuvo 
mediante inyección a un conejo de un homogenizado de poliacrilamida y PBS que contenía 
esta subunidad después de ser hiperexpresada en la cepa de E. coli BL21(DE3) -pOPTN8. Se 
aplicaron tres inyecciones subcutáneas, la primera contenía coadyuvente completo de Freund y 
las dos últimas coadyuvante incompleto. Transcurridas tres semanas desde la última inyección, 
se extrajo sangre del conejo, se centrífugó y el suero se almacenó a –80ºC hasta su uso. El 
suero frente a la autolisina fue proporcionado amablemente por Ernesto García (García et al., 
1982). 
 
3.10.2. Ensayo “western blot” 
Las proteínas presentes en geles de SDS-PAGE se electrotransfirieron a papel 
Inmobilon-P en tampón de transferencia (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM glicina, 0,1% SDS, 
20% metanol) durante 1 h a 295 mA. Los sitios de unión inespecífica de la membrana se 
bloquearon durante 2 h a temperatura ambiente en solución de incubación (25 mM Tris-HCl, 
150 mM NaCl, 5mM NP40 y 0,05% EDTA). Posteriormente, la membrana se incubó durante 2 h 
a temperatura ambiente con los anticuerpos diluidos en solución de incubación (para los 
 
           DODc - DOD0                               Unidades de actividad CAT 
                                 ´  nmoles/ml   =      (nmoles de Cm acetilado / 
      0,0136 x mg/ml proteína                         mg proteína)  
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anticuerpos anti-b se hizo una dilución 1:200 y para los anticuerpos anti-LytA se hizo una 
dilución 1:15.000). Los complejos Ag-Ac se detectaron mediante la incubación durante 1h con 
proteína A acoplada a peroxidasa (Sigma) a una dilución 1:5.000. El revelado se realizó 
mediante ELISA empleando un reactivo dependiente de la actividad peroxidasa (Roche 
Molecular Biochemicals).  
 
3.11. PROGRAMAS INFORMÁTICOS 
Las pantallas del equipo FujiBas se visualizaron mediante el programa BasReader 2.9 
(Raytest Isotopenme bgeräte Gmbh). Los análisis de densitometría se realizaron con el 
programa Gel Works ID Intermediate 3.01 (Nonlinear Dynamics Ltd.). Para el análisis de 
secuencias de ácidos nucleicos y proteínas se empleó el programa PC/Gene 6.85 
(IntelliGenetics Inc.). Los análisis estadísticos fueron realizados con GraphPad Prism 3.02 
(GraphPad Software Inc.). El programa WU-BLAST 2.0 se utilizó para cuantificar la identidad y 
similaridad de las subunidades de la ATPasa de protones de distintos microorganismos.  
Para la obtención tanto del CAI como el número efectivo de codones de los genes del 
operón se realizó un programa informático escrito en lenguaje Visual Basic. El CAI se cuantificó 
según el algoritmo de Sharp y Li (Sharp and Li, 1987). Como grupo de genes de referencia de 
elevada expresión universal se utilizaron 52 genes de proteínas ribosómicas descargados 









































4.1. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DEL OPERÓN atp DE S. pneumoniae 
4.1.1. Clonación del operón atp de S. pneumoniae en E. coli 
En nuestro laboratorio se había clonado y secuenciado previamente una región del 
cromosoma de S. pneumoniae que incluía los genes que codifican las tres subunidades del 
complejo F0 de la ATPasa F0F1 (Fenoll et al., 1994). Con esta secuencia (GeneBank Z26851) 
se realizó una búsqueda por homología frente a la que en ese momento era la secuencia 
preliminar del genoma de la cepa R6 (disponible en http://www.tigr.org). Se encontró una 
identidad del 99,7% con una región de 1.008 nucleótidos dentro del contig 4182, con la que se 
construyó una secuencia combinada Z26851/contig 4182 que teóricamente incluía todo el 
operón atp ya que mostraba una identidad del 70% con el operón atp de S. mutans. Esta 
secuencia fue utilizada para diseñar oligonucleótidos que se utilizaron en reacciones de PCR 
destinadas a la clonación del operón atp de S. pneumoniae R6 en E. coli. La amplificación se 
llevó a cabo mediante una polimerasa con función correctora de pruebas, lo que aumenta la 
fidelidad de la replicación, utilizando DNA cromosómico de la cepa R6 como molde. 
Inicialmente se intentó clonar todo el operón en un solo paso, incluyendo el promotor, 
en el plásmido pACYC1284 de E. coli, de número medio de copias, para evitar problemas de 
toxicidad por superproducción de la subunidad a. El inserto se generó por PCR con los 
oligonucleótidos atporf1 y atpend1 (Fig. 7). Tanto el vector como el inserto fueron digeridos con 
EcoRI, utilizando las dianas para esta enzima incluidas en los extremos de ambos 
oligonucleótidos. Sin embargo no se obtuvieron plásmidos recombinantes. Por ello, en lugar de 
amplificar con el oligonucleótido atporf1 se utilizó atpC1 (Fig. 7), para que el fragmento 
amplificado no incluyera el promotor. En este caso, tampoco se obtuvieron recombinantes por 
lo que se decidió clonar el operón en varios pasos para facilitar la inserción de fragmentos más 
pequeños dentro del vector. El primer fragmento fue amplificado con los oligonucleótidos 
atpB128 y atpend1. El fragmento, que poseía un tamaño de la longitud esperada (4,7 Kb) fue 
digerido con PaeI (un isoesquizómero de SphI) y PstI y clonado en pUC18, plásmido de alto 
número de copias ya que el inserto no incluía el gen de la subunidad a. Sin embargo, a pesar 
de que se obtuvieron plásmidos recombinantes, éstos mostraron una gran inestabilidad, 
observándose la deleción del fragmento después de sucesivas generaciones de crecimiento. 
Por esta razón se eligió como vector de clonación al plásmido pSU24, de número medio de 
copias, que además dispone de un poli-ligador asociado al promotor F10 de T7, cuya baja 
actividad en ausencia de inductor facilita el control de la expresión de los genes clonados. El 
inserto de 4,7 Kb  fue subclonado en el plásmido pSU24 y el plásmido recombinante fue 
denominado pOPTN5 (Fig. 6) que incluía los genes completos atpagb, y secuencias parciales 
de los genes atpd y atpe. El siguiente paso fue la adición a este plásmido de los genes situados 
al inicio del operón, los cuales codifican subunidades del sector F0. Se amplificó un fragmento 
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de 1,8 Kb mediante los oligonucleótidos atpC1-Sph y atpd110 (Figs. 6 y 7), se digirió con PaeI 
utilizando las dianas presentes en el extremo del oligonucleótido atpC1-Sph y dentro de la 
secuencia amplificada, y se ligó a pOPTN5 digerido con la misma enzima. El plásmido obtenido 
de denominó pOPTN7 (Fig. 6), e incluía las secuencias completas de los 7 genes iniciales del 
operón y parte del gen atpe. La orientación correcta del inserto de pOPTN7 fue comprobada 
por PCR y secuenciación. Finalmente, para completar la clonación de todo el operón, se 
amplificó un fragmento de 0,7 Kb con los oligonucleótidos atpb394 y atpend2 (Figs. 6 y 7), que 
incluía tanto la parte restante del gen atpe como el terminador de transcripción del operón. Este 
fragmento fue digerido con PstI y KpnI, dianas presentes dentro de la secuencia del fragmento 
y en atpend2, respectivamente, y ligado al plásmido pOPTN7 digerido previamente con las 
mismas enzimas. El plásmido obtenido se denominó pOPTN8 (Fig. 6) e incluía los 8 genes del 






















 Con el objetivo de que fueran de utilidad para experimentos posteriores, también se 
obtuvieron plásmidos que incluían otras combinaciones de genes. El plásmido pOPTN4 (Fig. 6) 
se construyó mediante la digestión del plásmido pOPTN8 con BamHI y posterior religación, y 
contenía las secuencias completas de los genes atpCABd. El plásmido pOPTN3B (Fig. 6) 
Figura 6. Mapa de restricción del operón atp, organización génica deducida de la secuencia 
de nucleótidos e insertos incluidos en los plásmidos. Los oligonucleótidos utilizados para 
amplificar los fragmentos de PCR utilizados en las clonaciones se simbolizan con flechas grises 
(no dibujadas a escala). Se muestra la localización de los insertos clonados en cada plásmido 
junto con las dianas de restricción situadas en los extremos (entre paréntesis cuando no están 
presentes en el cromosoma de S. pneumoniae). La figura incluye el plásmido pOPTN2 obtenido 
previamente en el laboratorio. Las enzimas de restricción son: B, BamHI; D, DraI; E, EcoRI; EV, 
EcoRV, H, HindIII; K, KpnI; N, NcoI; P, PstI; S, SphI. Pr : promotor. Tr: terminador. 
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incluía únicamente los genes del complejo F0, atpCAB,  y se construyó después de delecionar 
atpd mediante la digestión de pOPTN4 con BamHI, seguido de digestión parcial con PaeI, 
sellado de extremos cohesivos con DNA polimerasa del fago T4 y posterior religación.   
 
4.1.2. Secuenciación del operón atp de S. pneumoniae 
 Después de clonar el operón atp se determinó su secuencia de nucleótidos mediante 
cebadores internos localizados a intervalos regulares cuyo diseño fue basado en la secuencia 
híbrida Z26851/contig 4182, utilizando el plásmido pOPTN8 como molde (Fig. 7). La secuencia 
obtenida solamente mostraba cuatro cambios respecto a la secuencia del contig 4182, tres de 
ellos en atpA (A311®G, G450®T, C516®T) y uno en atpb (G967®A), aunque sólo dos de ellos 
daban lugar a cambio de aminoácido (aE104G y bD323N).  
 
orfl =>                                            atporf1 
  Y  P  K  K  Y  L  D  Y  K  S  P  R  E  D  F  W  M  A  N  L  N  L  K  F  S  K  M  E  I  I  
CTATCCTAAAAAATACTTGGACTACAAGTCACCCAGAGAAGACTTCTGGATGGCTAACTTGAACTTGAAATTTAGCAAAATGGAAATAAT    90 
  F  I  K  R  F  Q               -35                    -10                        atpC =>    
TTTTATTAAACGCTTCCAATAGCGGTTAAAAGTTGACAAATTTAAATTTTAGGACTACACTAAGTAAGTAAATTTTATTTTAAAGGAGAA   180                                
atpC1-Sph                                   atpC18R        
       M  N  L  T  F  L  G  L  C  I  A  C  M  G  V  S  V  G  E  G  L  L  M  N  G  L  F  K   
TTTGTTATGAATTTAACATTTTTAGGCTTATGTATTGCCTGTATGGGCGTATCTGTCGGTGAAGGTTTATTGATGAATGGACTGTTTAAA   270      
 
 S  V  A  R  Q  P  D  M  L  S  E  F  R  S  L  M  F  L  G  V  A  F  I  E  G  T  F  F  V  T   
TCAGTAGCACGCCAACCAGATATGCTTTCTGAGTTTCGTAGTTTGATGTTTTTAGGTGTTGCCTTTATTGAAGGAACTTTCTTTGTAACT   360 
 
 L  V  F  S  F  I  I  K                              atpA =>  M  E  E  S  I  N  P  I  I  S   
CTTGTCTTCTCATTTATTATCAAATAAATACATGGAACGAGAAGAAAAGGGAGGATTTTAGATGGAAGAAAGTATTAATCCAATCATCTC   450 
 
  I  G  P  V  I  F  N  L  T  M  L  A  M  T  L  L  I  V  G  V  I  F  V  F  I  Y  W  A  S  R   
TATTGGTCCTGTTATCTTCAATCTGACTATGTTAGCCATGACTTTGTTGATTGTGGGAGTTATTTTTGTCTTTATTTATTGGGCAAGCCG   540 
 
  N  M  T  L  K  P  K  G  K  Q  N  V  L  E  Y  V  Y  D  F  V  I  G  F  T  E  P  N  I  G  S   
CAATATGACCTTGAAACCCAAAGGAAAGCAAAATGTACTTGAGTATGTCTATGACTTTGTTATTGGATTTACAGAACCTAACATTGGTTC   630 
 
  R  Y  M  K  D  Y  S  L  F  F  L  C  L  F  L  F  M  V  I  A  N  N  L  G  L  M  T  K  L  Q 
GCGCTACATGAAAGATTACTCACTCTTTTTCCTTTGTTTATTCCTTTTCATGGTGATTGCCAATAACCTTGGCTTAATGACAAAGCTTCA   720 
 
  T  I  D  E  T  N  W  W  S  S  P  T  A  N  L  Q  Y  D  L  T  L  S  F  L  V  I  L  L  T  H  
AACGATCGATGAGACTAACTGGTGGAGTTCGCCAACCGCTAATTTACAGTATGACTTAACCTTATCTTTTCTTGTCATTTTGTTGACACA   810 
 
  I  E  S  V  R  R  R  G  F  K  K  S  I  K  S  F  M  S  P  V  F  V  I  P  M  N  I  L  E  E   
TATAGAAAGCGTTCGTCGTCGTGGATTTAAAAAAAGTATAAAATCTTTTATGAGTCCTGTGTTTGTCATACCGATGAATATCTTGGAAGA   900 
                                             Posible corte mRNA  
  F  T  N  F  L  S  L  A  L  R  I  F  G  N  I  F  A  G  E  V  M  T  S  L  L  L  L  L  S  H   
ATTTACAAACTTCTTATCTTTGGCTTTGCGGATTTTCGGGAATATCTTTGCAGGAGAGGTCATGACGAGTTTGTTACTTCTTCTTTCCCA   990 
 
  Q  A  I  Y  W  Y  P  V  A  F  G  A  N  L  A  W  T  A  F  S  V  F  I  S  C  I  Q  A  Y  V 
CCAAGCTATTTATTGGTATCCAGTAGCCTTTGGAGCTAATTTGGCTTGGACTGCATTTTCTGTCTTTATTTCCTGCATCCAAGCTTATGT  1080 
 
  F  T  L  L  T  S  V  Y  L  G  N  K  I  N  I  E  E  E         atpB =>  M  H  V  T  V  G  
TTTTACTCTTTTGACATCTGTGTATTTAGGGAATAAGATTAATATTGAAGAGGAATAGAAAGGAGTAACTGATGCACGTAACAGTAGGTG  1170 
 
E  L  I  G  N  F  I  L  I  T  G  S  F  I  L  L  L  V  L  I  K  K  F  A  W  S  N  I  T  G   
AATTAATTGGTAATTTTATTTTAATCACTGGCTCTTTTATTCTTTTGCTAGTCTTGATTAAAAAATTTGCATGGTCTAATATTACAGGCA  1260 
 
I  F  E  E  R  A  E  K  I  A  S  D  I  D  R  A  E  E  A  R  Q  K  A  E  V  L  A  Q  K  R   
TTTTCGAAGAAAGAGCTGAAAAAATTGCTTCAGATATTGACAGAGCTGAAGAAGCCCGTCAAAAAGCAGAAGTATTGGCTCAAAAACGCG  1350 
 
E  D  E  L  A  G  S  R  K  E  A  K  T  I  I  E  N  A  K  E  T  A  E  Q  S  K  A  N  I  L 
AAGATGAATTGGCTGGTAGCCGTAAAGAAGCTAAGACAATCATTGAAAATGCAAAGGAAACAGCTGAGCAAAGTAAGGCTAATATCTTAG  1440 
 
A  D  A  K  V  E  A  G  R  L  K  E  K  A  N  Q  E  I  A  Q  N  K  A  E  A  L  Q  S  V  K  
CAGATGCTAAAGTAGAAGCAGGTCGCTTAAAAGAGAAGGCGAATCAAGAAATTGCTCAGAATAAAGCTGAGGCTTTGCAAAGTGTTAAGG  1530 
 




G  E  V  A  D  L  T  V  S  L  A  G  K  I  I  S  K  N  L  D  S  H  A  H  K  E  L  I  D  Q   
GCGAGGTGGCAGATTTGACCGTTAGTCTCGCTGGTAAAATCATCTCAAAAAACCTTGACAGTCATGCTCATAAGGAACTCATTGATCAGT  1620 
     atpd =>  
Y  I  D  Q  L  G  E  A    M  D  K  K  T  A  K  V  I  E  K  Y  S  M  P  F  V  Q  L  V  I  E  
ATATCGATCAGCTAGGAGAAGCCTAATGGACAAGAAAACAGCAAAGGTAATTGAAAAATACAGCATGCCTTTTGTCCAATTAGTGATTGA  1710 
 
  K  G  E  E  D  R  I  F  S  D  L  D  Q  I  K  Q  V  A  E  E  T  G  L  P  S  F  L  A  Q  V 
AAAAGGAGAAGAGGACCGGATTTTTTCAGACTTGGATCAAATCAAGCAAGTCGCAGAAGAAACGGGCTTACCTTCTTTTTTAGCTCAGGT  1800 
 
  A  V  D  E  S  D  K  E  K  T  V  G  F  F  Q  D  S  V  S  P  L  M  Q  N  F  I  Q  V  L  I  
GGCAGTTGATGAGTCTGATAAGGAAAAAACAGTTGGTTTCTTTCAAGACTCTGTCTCACCTTTAATGCAAAACTTTATTCAGGTTCTGAT  1890 
 
  Y  N  H  R  A  N  L  F  Y  D  V  L  V  D  C  L  N  R  L  E  K  E  T  N  R  F  E  V  T  I  
TTACAATCACAGAGCAAATCTTTTTTATGATGTGCTTGTAGATTGCTTGAACCGACTTGAAAAAGAAACAAATCGATTTGAAGTGACGAT  1980 
 atpd110 
  T  S  A  H  P  L  T  D  E  Q  K  T  R  L  L  P  L  I  E  K  K  M  S  L  K  V  R  S  V  K   
TACGTCTGCTCATCCTCTAACTGATGAACAGAAGACTCGTTTGCTCCCTTTGATTGAGAAAAAAATGTCTCTGAAAGTAAGGAGTGTAAA  2070 
 
  E  Q  I  D  E  S  L  I  G  G  F  V  I  F  A  N  H  K  T  I  D  V  S  I  K  Q  Q  L  K  V 
AGAACAAATCGATGAAAGTCTCATTGGTGGTTTTGTCATTTTTGCCAATCACAAGACAATTGATGTGAGTATTAAACAACAACTTAAAGT  2160 
 
  V  K  E  N  L  K          atpa =>  M  A  I  N  A  Q  E  I  S  A  L  I  K  Q  Q  I  E  N  
TGTTAAAGAAAATTTGAAATAGAAAGTGGTGTTCTTATGGCAATTAACGCACAAGAAATCAGCGCTTTAATTAAGCAACAAATTGAAAAT  2250 
 
 F  K  P  N  F  D  V  T  E  T  G  V  V  T  Y  I  G  D  G  I  A  R  A  H  G  L  E  N  V  M  
TTCAAACCCAATTTTGATGTGACTGAAACAGGTGTTGTAACCTATATCGGGGACGGTATCGCGCGTGCTCACGGCCTTGAAAATGTCATG  2340 
 
 S  G  E  L  L  N  F  E  N  G  S  Y  G  M  A  Q  N  L  E  S  T  D  V  G  I  I  I  L  G  D     
AGTGGAGAGTTGTTGAATTTTGAAAACGGCTCTTATGGTATGGCTCAAAACTTGGAGTCAACAGACGTTGGTATTATCATCCTAGGTGAC  2430 
 
 F  T  D  I  R  E  G  D  T  I  R  R  T  G  K  I  M  E  V  P  V  G  E  S  L  I  G  R  V  V 
TTTACAGATATCCGTGAAGGCGATACAATCCGCCGTACAGGGAAAATCATGGAAGTCCCTGTAGGTGAAAGTCTGATTGGTCGTGTTGTG  2520 
 
 D  P  L  G  R  P  V  D  G  L  G  E  I  H  T  D  K  T  R  P  V  E  A  P  A  P  G  V  M  Q  
GATCCGCTTGGTCGTCCAGTTGACGGTCTTGGAGAAATCCACACTGATAAAACTCGTCCAGTAGAAGCACCAGCTCCTGGTGTTATGCAA  2610 
 
 R  K  S  V  S  E  P  L  Q  T  G  L  K  A  I  D  A  L  V  P  I  G  R  G  Q  R  E  L  I  I   
CGTAAGTCTGTTTCAGAACCATTGCAAACTGGTTTGAAAGCTATTGACGCCCTTGTACCGATTGGTCGTGGTCAACGTGAGTTGATTATC  2700 
 
 G  D  R  Q  T  G  K  T  T  I  A  I  D  T  I  L  N  Q  K  D  Q  D  M  I  C  I  Y  V  A  I   
GGTGACCGTCAGACAGGGAAAACAACCATTGCGATTGATACAATCTTGAACCAAAAAGATCAAGATATGATCTGTATCTACGTCGCGATT  2790 
 
 G  Q  K  E  S  T  V  R  T  Q  V  E  T  L  R  Q  Y  G  A  L  D  Y  T  I  V  V  T  A  S  A 
GGACAAAAAGAATCAACAGTTCGTACGCAAGTAGAAACACTTCGTCAGTACGGTGCCTTGGACTACACAATCGTTGTGACAGCCTCTGCT  2880 
 
 S  Q  P  S  P  L  L  F  L  A  P  Y  A  G  V  A  M  A  E  E  F  M  Y  Q  G  K  H  V  L  I  
TCACAACCATCTCCATTGCTCTTCCTAGCTCCTTATGCTGGGGTTGCTATGGCGGAAGAATTTATGTATCAAGGTAAGCATGTTTTGATT  2970 
 
 V  Y  D  D  L  S  K  Q  A  V  A  Y  R  E  L  S  L  L  L  R  R  P  P  G  R  E  A  F  P  G   
GTATACGATGATCTATCAAAACAAGCGGTAGCTTATCGTGAACTGTCGCTCTTGCTTCGTCGTCCTCCAGGTCGTGAAGCCTTCCCAGGG  3060 
  
 D  V  F  Y  L  H  S  R  L  L  E  R  S  A  K  V  S  D  E  L  G  G  G  S  I  T  A  L  P  F     
GATGTTTTCTATCTCCACAGCCGTTTGCTTGAGCGCTCAGCTAAAGTTTCTGATGAACTTGGTGGTGGATCAATTACAGCCCTACCATTT  3150 
 
 I  E  T  Q  A  G  D  I  S  A  Y  I  A  T  N  V  I  S  I  T  D  G  Q  I  F  L  G  D  G  L 
ATCGAGACACAAGCAGGAGATATCTCAGCCTATATCGCAACCAACGTGATTTCTATCACTGATGGACAAATCTTCCTTGGCGATGGCCTC  3240 
 
 F  N  A  G  I  R  P  A  I  D  A  G  S  S  V  S  R  V  G  G  S  A  Q  I  K  A  M  K  K  V   
TTCAATGCAGGTATTCGTCCAGCCATCGATGCGGGTTCATCTGTATCTCGTGTAGGTGGTTCTGCACAAATCAAAGCCATGAAGAAGGTT  3330 
 
 A  G  T  L  R  I  D  L  A  S  Y  R  E  L  E  A  F  T  K  F  G  S  D  L  D  A  A  T  Q  A     
GCTGGTACACTTCGTATCGACCTTGCTTCATACCGTGAGTTGGAAGCCTTTACTAAGTTTGGTTCTGACTTGGACGCAGCAACACAGGCT  3420 
  
 K  L  N  R  G  R  R  T  V  E  V  L  K  Q  P  V  H  K  P  L  P  V  E  K  Q  V  T  I  L  Y   
AAGTTGAACCGTGGACGTCGTACCGTTGAGGTCTTGAAACAACCTGTTCACAAACCATTACCTGTTGAGAAACAAGTAACCATTCTTTAT  3510 
 
 A  L  T  H  G  F  L  D  T  V  P  V  D  D  I  V  R  F  E  E  E  F  H  A  F  F  D  A  Q  H 
GCTTTGACACATGGTTTCTTGGATACTGTTCCAGTAGATGATATTGTTCGTTTCGAGGAAGAGTTCCATGCCTTCTTTGATGCTCAACAT  3600 
 
 P  E  I  L  E  T  I  R  D  T  K  D  L  P  E  E  A  V  L  D  A  A  I  T  E  F  L  N  Q  S  
CCAGAGATTTTGGAAACCATTCGTGATACAAAAGACTTGCCAGAAGAAGCAGTCTTGGATGCTGCGATTACAGAGTTTCTCAATCAATCT  3690 
 
 S  F  Q            atpg => M  A  V  S  L  N  D  I  K  T  K  I  A  S  T  K  N  T  S  Q  I 







 T  N  A  M  Q  M  V  S  A  A  K  L  G  R  S  E  E  A  A  R  N  F  Q  V  Y  A  Q  K  V  R  
ACTAATGCCATGCAAATGGTATCGGCTGCTAAGCTAGGTCGTTCTGAAGAAGCTGCTCGCAACTTCCAAGTTTACGCTCAGAAAGTGCGT  3870 
 
 K  L  L  T  D  I  L  H  G  N  G  A  G  A  S  T  N  P  M  L  I  S  R  S  V  K  K  T  G  Y 
AAACTTTTGACAGATATCCTTCATGGTAATGGAGCTGGTGCTTCAACTAATCCGATGTTGATTAGCCGTTCTGTGAAGAAGACAGGCTAT  3960 
 
 I  V  I  T  S  D  R  G  L  V  G  G  Y  N  S  S  I  L  K  A  V  M  E  L  K  E  E  Y  H  P  
ATCGTTATCACTTCAGACCGCGGTTTGGTTGGAGGTTATAATTCCTCTATTTTGAAAGCTGTTATGGAGTTGAAAGAAGAATACCACCCA  4050 
 
 D  G  K  G  F  E  M  I  C  I  G  G  M  G  A  D  F  F  K  A  R  G  I  Q  P  L  Y  E  L  R  
GACGGTAAAGGTTTTGAAATGATCTGTATCGGTGGGATGGGAGCTGATTTCTTTAAGGCTCGCGGTATTCAACCACTTTATGAATTACGT  4140 
 
 G  L  S  D  Q  P  S  F  D  Q  V  R  K  I  I  S  K  T  V  E  M  Y  Q  N  E  L  F  D  E  L     
GGCTTGTCAGACCAACCTAGCTTTGATCAAGTTCGTAAGATTATTTCAAAAACTGTTGAAATGTACCAAAATGAACTCTTTGATGAGCTT  4230 
 
 Y  V  C  Y  N  H  H  V  N  T  L  T  S  Q  M  R  V  E  Q  M  L  P  I  V  D  L  D  P  N  E 
TATGTTTGCTACAACCACCATGTCAATACGCTAACCAGTCAAATGCGTGTGGAACAAATGCTTCCGATTGTTGACTTGGATCCAAATGAA  4320 
 
 A  D  E  E  Y  S  L  T  F  E  L  E  T  S  R  E  E  I  L  E  Q  L  L  P  Q  F  A  E  S  M  
GCGGATGAAGAGTACAGCTTGACTTTTGAATTGGAAACCAGCCGAGAAGAAATTCTGGAGCAGTTGTTGCCTCAGTTTGCAGAAAGTATG  4410 
 
 I  Y  G  A  I  I  D  A  K  T  A  E  N  A  A  G  M  T  A  M  Q  T  A  T  D  N  A  K  K  V   
ATTTACGGTGCCATTATCGATGCCAAGACAGCTGAGAATGCTGCGGGCATGACAGCCATGCAAACAGCGACAGATAATGCTAAGAAAGTC  4500 
 
 I  N  D  L  T  I  Q  Y  N  R  A  R  Q  A  A  I  T  Q  E  I  T  E  I  V  A  G  A  S  A  L   
ATCAATGATTTGACAATTCAGTATAACCGTGCCAGACAGGCGGCGATTACACAAGAAATTACAGAAATCGTAGCAGGTGCTAGTGCCTTA  4590 
 E                                                                                 atpb =>  
GAATAGGCTCTAGTCCAGCTCGTATGAAAATGAACTTAGGACCTAGTTGAGCTAGGAACCGACAGTATCTTATATAGAATAGGAGAAGGA  4680 
 
  M  S  S  G  K  I  A  Q  V  I  G  P  V  V  D  V  L  F  A  A  G  E  K  L  P  E  I  N  N  A  
GATGAGTTCAGGTAAAATTGCTCAGGTTATCGGTCCCGTTGTAGACGTTTTGTTTGCAGCAGGGGAAAAACTTCCTGAGATTAACAATGC  4770 
 
  L  V  V  Y  K  N  D  E  R  K  T  K  I  V  L  E  V  A  L  E  L  G  D  G  M  V  R  T  I  A     
ACTTGTCGTCTACAAAAATGACGAAAGAAAAACAAAAATCGTCCTTGAAGTAGCCTTGGAGTTAGGAGATGGTATGGTTCGTACTATCGC  4860 
 
  M  E  S  T  D  G  L  T  R  G  M  E  V  L  D  T  G  R  P  I  S  V  P  V  G  K  E  T  L  G     
CATGGAATCAACAGATGGGTTGACTCGTGGAATGGAAGTATTGGACACAGGTCGTCCAATCTCTGTACCAGTAGGTAAAGAAACTTTGGG  4950 
 
  R  V  F  N  V  L  G  D  T  I  D  L  E  A  P  F  T  E  D  A  E  R  Q  P  I  H  K  K  A  P 
ACGTGTCTTCAACGTTTTGGGAGATACCATTGACTTGGAAGCTCCTTTTACAGAAGACGCAGAGCGTCAGCCAATTCATAAAAAAGCTCC  5040 
 
  T  F  D  E  L  S  T  S  S  E  I  L  E  T  G  I  K  V  I  D  L  L  A  P  Y  L  K  G  G  K  
AACTTTTGATGAGTTGTCTACCTCTTCTGAAATCCTTGAAACAGGGATCAAGGTTATTGACCTTCTTGCCCCTTACCTTAAAGGTGGTAA  5130 
 
  V  G  L  F  G  G  A  G  V  G  K  T  V  L  I  Q  E  L  I  H  N  I  A  Q  E  H  G  G  I  S  
AGTTGGACTTTTCGGTGGTGCCGGAGTTGGTAAAACTGTCTTAATCCAAGAATTGATTCACAACATTGCCCAAGAGCACGGTGGTATTTC  5220 
 
  V  F  A  G  V  G  E  R  T  R  E  G  N  D  L  Y  W  E  M  K  E  S  G  V  I  E  K  T  A  M   
AGTATTTGCTGGTGTTGGGGAACGTACTCGTGAGGGGAATGACCTTTACTGGGAAATGAAAGAATCAGGCGTTATCGAGAAAACAGCCAT  5310 
 
  V  F  G  Q  M  N  E  P  P  G  A  R  M  R  V  A  L  T  G  L  T  I  A  E  Y  F  R  D  V  E 
GGTCTTTGGTCAGATGAATGAGCCACCAGGAGCACGTATGCGTGTTGCCCTTACTGGTTTGACAATCGCTGAATACTTCCGTGATGTGGA  5400 
 
  G  Q  D  V  L  L  F  I  D  N  I  F  R  F  T  Q  A  G  S  E  V  S  A  L  L  G  R  M  P  S  
AGGCCAAGACGTGCTTCTCTTTATCGATAATATCTTCCGTTTCACTCAGGCTGGTTCAGAAGTATCTGCCCTTTTGGGTCGTATGCCATC  5490 
 
  A  V  G  Y  Q  P  T  L  A  T  E  M  G  Q  L  Q  E  R  I  T  S  T  K  K  G  S  V  T  S  I  
AGCCGTTGGTTACCAACCAACACTTGCTACGGAAATGGGTCAATTGCAAGAACGTATCACATCAACCAAGAAGGGTTCTGTAACCTCTAT  5580 
 
  Q  A  I  Y  V  P  A  D  D  Y  T  D  P  A  P  A  T  A  F  A  H  L  D  S  T  T  N  L  E  R   
CCAGGCTATCTATGTGCCAGCGGATGACTATACTGACCCAGCGCCAGCAACAGCCTTCGCTCACTTGGATTCAACAACAAACTTGGAACG  5670 
 
  K  L  V  Q  L  G  I  Y  P  A  V  D  P  L  A  S  S  S  R  A  L  A  P  E  I  V  G  E  E  H 
TAAGTTGGTACAATTGGGTATCTACCCAGCCGTTGACCCACTTGCTTCAAGCTCACGTGCCTTGGCACCTGAAATCGTTGGAGAAGAGCA  5760  
  
  Y  A  V  A  A  E  V  K  R  V  L  Q  R  Y  H  E  L  Q  D  I  I  A  I  L  G  M  D  E  L  S  
CTATGCAGTTGCTGCTGAAGTAAAACGTGTCCTTCAACGTTACCATGAATTGCAAGATATCATTGCTATCCTTGGTATGGATGAGCTTTC  5850 
                   atpb394 
  D  E  E  K  T  L  V  A  R  A  R  R  I  Q  F  F  L  S  Q  N  F  N  V  A  E  Q  F  T  G  Q   
TGATGAAGAAAAGACCTTGGTTGCTCGCGCCCGTCGTATCCAGTTCTTCTTGTCACAAAACTTCAACGTTGCGGAACAATTTACTGGTCA  5940 
 
  P  G  S  Y  V  P  V  A  E  T  V  R  G  F  K  E  I  L  D  G  K  Y  D  H  L  P  E  D  A  F   
GCCAGGTTCTTATGTTCCAGTTGCTGAAACTGTACGTGGCTTTAAGGAAATCCTTGATGGTAAATACGACCACTTGCCAGAAGATGCCTT  6030 






Posible corte mRNA 
  R  G  V  G  S  I  E  D  V  I  A  K  A  E  K  M  G  F       Atpe => M  A  Q  L  T  V  Q 
CCGTGGTGTAGGTTCTATCGAAGATGTGATTGCAAAAGCTGAAAAAATGGGATTTTAAGAGGTGATCTATGGCTCAGTTAACTGTCCAGA  6120 
 
I  V  T  P  D  G  L  V  Y  D  H  H  A  S  Y  V  S  V  R  T  L  D  G  E  M  G  I  L  P  R  
TCGTGACACCAGATGGTCTCGTCTATGATCACCATGCCAGCTATGTATCGGTTCGAACTCTGGATGGTGAGATGGGGATCTTGCCACGAC  6210 
 
H  E  N  M  I  A  V  L  A  V  D  E  V  K  V  K  R  I  D  D  K  D  H  V  N  W  I  A  V  N   
ATGAAAATATGATTGCGGTTTTAGCAGTTGATGAAGTAAAGGTAAAACGTATCGATGATAAAGATCACGTGAACTGGATTGCAGTAAACG  6300 
 
G  G  V  I  E  I  A  N  D  M  I  T  I  V  A  D  S  A  E  R  A  R  D  I  D  I  S  R  A  E   
GTGGCGTTATTGAAATTGCCAATGATATGATCACAATCGTCGCTGACTCTGCAGAACGTGCTCGTGATATCGATATCAGTCGTGCAGAAC  6390 
 
R  A  K  L  R  A  E  R  A  I  E  E  A  Q  D  K  H  L  I  D  Q  E  R  R  A  K  I  A  L  Q 
GTGCCAAACTTCGTGCAGAACGTGCAATTGAAGAAGCACAAGACAAACATTTGATTGACCAAGAACGTCGTGCTAAGATTGCTTTGCAAC  6480 
 
R  A  I  N  R  I  N  V  G  N  R  L         Terminador 
GTGCTATTAACCGTATTAATGTCGGAAATAGACTATAAGAAAAAATGAACTTGAAAATACCAAGTTCATTTTTTATGGTGTTTTAAGGAG  6570 
 
        atpend 1,2 
CAAAACGGATGCAGACTGCTTCGGGAAA   6598 







4.1.3. Análisis de la secuencia de nucleótidos  
4.1.3.1. Características generales 
Dentro de la secuencia se encontraron ocho ORFs con un codon de inicio (ATG en 
todos los casos) y otro de terminación (TAA en cinco casos y TAG en tres) precedidos de una 
secuencia de unión al ribosoma (RBS) a una distancia apropiada del codon de inicio. Los ORFs 
compartían una elevada homología con los genes que codifican las distintas subunidades de la 
ATPasa F0F1 de procariotas, especialmente con los de otros estreptococos (datos no 
mostrados). Esta elevada homología permitió la asignación de todos los genes y la 
determinación del orden génico dentro del operón que en el caso de S. pneumoniae fue 
atpCABdagbe. Delante del primer gen se encontraron secuencias similares a las consenso para 
las cajas -10 y -35 de un promotor típico. Después del codon de paro del último ORF se 
encontró un terminador independiente del factor rho, estructuralmente estable, con una energía 
libre de -17.2 Kcal según estimó el programa RNAFOLD del PCGene. No se encontraron 
secuencias dentro de las regiones intergénicas que pudieran hacer sospechar la presencia de 
promotores internos. De hecho, las secuencias intergénicas fueron muy cortas (< 35 pb) con 
excepción a la presente entre atpg y atpb, que fue de 85 pb. El codon de paro de atpB solapa 
con el de inicio de atpd, por lo que podría existir un fenómeno de traducción acoplada entre 
estos dos genes, como se ha postulado para L. lactis y S. faecalis (Koebmann et al., 2000; 
Shibata et al., 1992).  
Teniendo en cuenta la conservación de muchas de las propiedades del operón dentro 
de los procariotas y el modo de acción conservado de la enzima, es razonable pensar que una 
Figura 7. Secuencia de nucleótidos del operón atp de S. pneumoniae y secuencias 
polipeptídicas deducidas. Se muestran encuadradas las cajas –35 y –10 del promotor, el terminador 
de transcripción así como los motivos Walker de unión a nucleótidos y las secuencias palindrómicas 
asociadas a cortes endonucleolíticos en el mRNA. Las regiones de unión al ribosoma se presentan en 




estequiometría del complejo similar se ha mantenido en el resto de los procariotas. De hecho 
se ha publicado que la estructura terciaria de la ATPasa en estreptococos es similar a la de E. 
coli (Sutton and Marquis, 1987). Teniendo en cuenta que S. pneumoniae es una bacteria de 
rápido crecimiento, se analizó el operón atp con el objetivo de encontrar pruebas de la 
existencia de un proceso de traducción diferencial cuantitativa de las diferentes subunidades, 
que debía propiciar unos niveles de traducción con subidas y bajadas de tres veces a lo largo 
del operón. Como se mencionó en la introducción, este fenómeno ajusta la cantidad de 
subunidades traducidas a la estequiometría del complejo con el objetivo de producir un ahorro 
metabólico. 
Aunque no existen ni secuencias palindrómicas ni secuencias invertidas repetidas en 
ninguna de las regiones intergénicas, con excepción del terminador de trascripción, se 
encontraron secuencias invertidas repetidas y palindrómicas de al menos 8 bases dentro de los 
genes. Destacan dos secuencias palindrómicas muy similares, una de 8 pb dentro de la 
segunda mitad de atpA (GTCATGAC) y otra de 10 pb al inicio de atpe (CAGTTAACTG) (Fig. 7). 
Estas secuencias podrían ser lugares de procesamiento del mRNA por parte de la RNAasa E, 
puesto que dichas secuencias se encuentran en el operón atp de E. coli en posiciones 
equivalentes a éstas (Patel and Dunn, 1995; Patel and Dunn, 1992), o bien ser sitios de 
procesamiento de la RNasa III, que reconoce estructuras secundarias en el RNA. En E. coli, el 
procesamiento endonucleolítico a nivel de atpA contribuye a mantener la estequiometría del 
complejo puesto que sólo es necesaria una copia de la subunidad a y, por otra parte, evita la 
toxicidad celular asociada a un exceso de dicha subunidad (Kanazawa et al., 1984; Fenoll et 
al., 1994) (Tabla VII). Un exceso de subunidad a puede afectar al ensamblaje del sector F0 
(Kanazawa et al., 1984) y alterar las propiedades de la membrana debido a su fuerte carácter 
hidrofóbico (von Meyenburg et al., 1985). La función del corte endonucleolítico en atpe sería 
desestabilizar el mRNA, eliminando la estabilidad proporcionada por el terminador, y hacerlo de 
este modo accesible a la exonucleasas que lo degradarían. La subunidad e es necesaria en 
una unidad por lo que el corte endonucleolítico podría contribuir a optimizar la cantidad de 
producto sintetizado según la estequiometría del complejo. 
 Se analizaron las secuencias RBS ya que su grado de complementariedad con la del 
extremo 3’ del rRNA 16S ha sido clásicamente relacionada con la eficiencia de la iniciación de 
la traducción en bacterias (Steitz, 1979). No se encontraron diferencias significativas en las 
secuencias RBS de los distintos genes del operón ni en su distancia al codon de inicio. Todos 
los genes del operón comienzan con el codon ATG por lo que este factor tampoco influiría en 
una posible expresión diferencial. Se ha postulado que la cuarta base del gen (la primera 
después del codon de inicio) puede ser importante para el inicio de la traducción, ya que en el 
caso de ser A la unión del formil-metionil-tRNA estaría favorecida puesto que el nucleótido 
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adyacente al anticodon es U, tanto en E.coli (Taniguchi and Weissmann, 1979) como en S. 
pneumoniae. De acuerdo con esta hipótesis, atpC y atpb (ambos con alta estequiometría) 
tienen A como cuarta base.  
 
4.1.3.2. Preferencia en la utilización de codones  
Se calcularon dos parámetros por el método de Sharp and Li (Sharp and Li, 1987): w 
(adaptación relativa de un codon) y CAI (“codon adaptation index”, índice de adaptación de 
codones de un gen). Para la obtención de los valores w se utilizó un grupo de referencia 
constituido por genes que codifican proteínas ribosómicas (Tabla VI), genes considerados 
como altamente expresados en bacterias. El valor w es el cociente entre el número de veces 
que se utiliza un determinado codon y el número de veces que se utiliza el codon más común 
de entre todos los isocodones que codifican el mismo aminoácido, estando su valor  
comprendido entre 0 y 1 (0,001 en el caso de no encontrarse representado el codon). Se 
utilizaron los datos de secuencia de S. pneumoniae TIGR4 y se eligieron 52 de los 56 genes 
que codifican proteínas ribosómicas, después de excluir cuatro genes (prmA, rpsN, sp0555 y 
sp0973) que mostraron un perfil de codones diferente (valores CAI values <0.5).  
 
Tabla VI. Tabla de referencia de valores w para codones del genoma completo y de los 52 genes 
de proteínas ribosómicas.     
 
    GENa RP             GEN   RP              GEN  RP             GEN  RP  
  
Phe  UUU  1.000 0.612  Ser  UCU  1.000 0.594  Tyr  UAU  1.000 0.263  Cys  UGU  1.000 1.000  
    UUC  0.471 1.000      UCC  0.260 0.001      UAC  0.450 1.000      UGC  0.562 1.000  
Leu UUA  0.459 0.044      UCA  0.851 1.000  Stop UAA   -     -     Stop UGA   -     -     
    UUG  1.000 0.625      UCG  0.260 0.012  Stop UAG   -     -     Trp UGG  1.000 1.000  
 
Leu CUU  0.487 1.000  Pro  CCU  0.889 0.300  His  CAU  1.000 0.228  Arg CGU  1.000 1.000  
    CUC  0.271 0.040      CCC  0.160 0.001      CAC  0.496 1.000      CGC  0.312 0.233  
    CUA  0.244 0.044      CCA  1.000 1.000  Gln  CAA  1.000 1.000      CGA  0.212 0.005  
    CUG  0.244 0.001      CCG  0.228 0.035      CAG  0.612 0.016      CGG  0.185 0.002  
  
Ile  AUU  1.000 0.386  Thr ACU  1.000 1.000  Asn AAU  1.000 0.236   Ser  AGU  0.851 0.085  
    AUC  0.526 1.000      ACC  0.719 0.018      AAC  0.493 1.000      AGC  0.481 0.224  
    AUA  0.115 0.011      ACA  1.000 0.649  Lys  AAA  1.000 1.000  Arg AGA  0.312 0.009  
Met AUG  1.000 1.000      ACG  0.408 0.031      AAG  0.753 0.082      AGG  0.063 0.001  
  
Val  GUU  1.000 1.000  Ala  GCU  1.000 1.000   Asp GAU  1.000 1.000   Gly  GGU  1.000 1.000  
    GUC  0.579 0.097      GCC  0.498 0.069      GAC  0.515 0.773      GGC  0.341 0.119  
    GUA  0.521 0.559      GCA  0.571 0.714   Glu  GAA  1.000 1.000      GGA  0.732 0.514  
    GUG  0.552 0.126      GCG  0.308 0.106      GAG  0.612 0.111      GGG  0.368 0.030  
                    
a GEN, genoma completo. RP, proteínas ribosómicas. 
La comparación de los valores w del genoma completo y de los genes de las 52 
proteínas ribosómicas mostraron en éstos últimos 21 codones con valores w inferiores a 0.1 
(10 veces menor que el isocodon preferido). Este dato sugiere una fuerte selección de codones 
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en los genes de las 52 proteínas ribosómicas y validan la tabla como tabla de referencia. Los 
valores w están comprendidos entre 0 y 1.  
Posteriormente se calcularon los valores CAI. El valor CAI de un gen se define como la 
media geométrica de los valores w de todos sus codones y también está comprendido entre 0 y 
1. De un total de 2.240 ORFs de S. pneumoniae TIGR4, solamente se seleccionaron los 1.864 
ORFs con un tamaño entre 80 y 1.500 codones, una vez excluidos los genes utilizados para 
construir la tabla de referencia. La distribución de valores CAI fue unimodal (Fig. 8), y variaron 


















Cuando se analizaron los genes del operon atp se observó que los que codifican las 
subunidades a y b presentaron valores CAI más elevados que el resto de los genes, además 
de poseer un menor porcentaje de codones raros en su secuencia y un menor número de 
codones diferentes respecto a su longitud que el resto de los genes del operón (Tabla VII). Por 
otro lado, atpA se mostró como el gen menos optimizado respecto al uso de codones en 
comparación con el grupo de referencia, además de utilizar más codones diferentes, justificado 
por el hecho de codificar una subunidad de baja estequiometría y potencialmente tóxica.  
 
 

































Tabla VII. Características de los genes del operón atp y relación con la estequiometría del 
complejo.  
 
Subunidad      Estequiometría        nta            Cortesb        4ª Base               CAI (cr)c           Nc 
  
    c           8-12          201        -           A         0,416 (8,8%)     32 
    a             1           718       SÍ            G         0,339 (11,7%)     56 
    b              2            495        -           C         0,434 (9,6%)     43 
    d              1           537        -            G         0,372 (9,6%)     48 
    a            3            1506        -            G         0,497 (5,3%)      53 
    g               1           879        -           G         0,422 (7,2%)     56 
    b             3          1407        -           A         0,547 (4,6%)      50 
    e              1           420       SÍ           G         0,427 (8,4%)     45 
 
a  nt: tamaño del gen en nucleótidos incluyendo el codon de paro 
b Cortes: posibles cortes endonucleolíticos en el mRNA  
c cr: % de codones raros. Se consideran como codones raros aquéllos con valores w < 0.05 en el grupo 
de genes de proteínas ribosómicas utilizadas en la Tabla de referencia (17 del total de 61) . 
 
4.1.4 Análisis de las secuencias de aminoácidos  
4.1.4.1. Cálculos de homologías 
 Se realizó una comparación entre las secuencias polipeptídicas deducidas para las 
subunidades de la ATPasa F0F1 de S. pneumoniae y las presentes en las bases de datos 
(Tabla VIII).  
 
Tabla VIII. Homología entre las secuencias polipeptídicas deducidas de las subunidades de la 
ATPasa F0F1 de S. pneumoniae y de otras bacterias a distancia filogenética creciente. 
    
                % Identidad  (% similaridad)a 
                       Especie bacteriana 
 
 Subunidad      S. sanguis          S. bovis          S. mutans       S. faecalis         B. subtilis           E. coli 
             
   c        63(84)       56(76)       53(73)       31(59)       33(59)       27(58) 
 
   a        65(79)       50(71)       50(74)         44(66)          36(58)           27(50) 
 
   b        70(84)         62(77)        57(76)          44(68)           36(64)        27(54) 
 
   d         54(76)          39(58)            38(62)          26(52)          24(45)        25(47) 
  
   a        93(95)         87(93)            85(93)         80(89)          75(87)        53(70) 
 
   g        85(94)         73(85)           67(83)          67(77)           49(73)        34(60) 
 
   b        96(99)         88(93)            90(95)           87(94)          78(87)        66(80) 
 




a La identidad y similaridad se calculó mediante el programa WU-BLASTP 2.0 del EBI (European 
Bioinformatics Institute) con los valores por defecto, utilizando en las bases de datos Swissprot, Trembl y 
Tremblnew, y desactivando la opción de aplicación de filtros (http://blast.suwtl.edu; W. Gish, 1996-1999). 
  
 Las subunidades de la ATPasa F0F1 de S. sanguis, un organismo que comparte nicho 
ecológico con S. pneumoniae, fueron las que mostraron mayor homología. Ambas bacterias 
viven en ambientes menos ácidos que los otros 2 estreptococos con los que presenta elevada 
homología, S. mutans y S. bovis. Las subunidades de F0 están menos conservadas que las de 
F1, exceptuando la subunidad d, que es la menos conservada de todas las subunidades, lo que 
se ha atribuido a su función de unión de los sectores F0  y F1  (Müller et al., 1999). Las 
subunidades de F0 de S. mutans y S. bovis, estreptococos muy acidófilos, compartían residuos 
diferentes a los que existen en S. pneumoniae y S. sanguis, y más especialmente en el caso de 
la subunidad c para la que mostrarón una identidad del 92%, muy por encima de las otras dos 
subunidades del complejo F0, que no superaron una identidad del 75% (datos no mostrados).  
 
4.1.4.2. Comparación de las subunidades de S. pneumoniae y las de E. coli. Localización 
de estructuras secundarias y residuos implicados en estructura y función. 
 A través de numerosos estudios  basados en el análisis de mutantes, marcaje con 
moléculas hidrofóbicas y detección con anticuerpos se han asignado características 
estructurales y funcionales a muchos residuos de las distintas subunidades de la ATPasa F0F1 
de E. coli. El la Tabla IX se detallan cuales de estos residuos están conservados en S. 
pneumoniae. 
 
4.1.4.2.1. Subunidad c 
 Su perfil de hidrofobicidad muestra claramente la presencia de dos a-hélices de 
membrana. Según datos experimentales previos, tras el plegamiento de la proteína, ambas 
a-hélices se enfrentarían situando el residuo esencial cE52 en proximidad de los residuos 
cG20 y cM23 asociados a QinR (Fig. 9A) (Muñoz et al., 1996). Este perfil es compatible con la 
hipótesis de que residuos enfrentados en la proximidad de cE52 forman un bolsillo estructural, 
que en el caso de S. pneumoniae incluye al residuo cD19 en el lugar equivalente al aminoácido 
cI28 de E. coli. Esta sustitución es poco frecuente según la matriz BLOSUM62. La posible 
implicación funcional de este segundo residuo con grupo carboxilo se discute más adelante. 
 
4.1.4.2.2. Subunidad a 
 Esta subunidad es 33 aa menor en S. pneumoniae que en E. coli, aunque los aa 
adicionales se encuentran principalmente en el extremo N-terminal de la proteína, la menos 
conservada. La subunidad a de S. pneumoniae tiene una elevada hidrofobicidad, con un 
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número de a-hélices de membrana entre cuatro y siete según los parámetros de análisis (Fig. 
9B) al igual que como se ha observado en E. coli. El fuerte carácter hidrofóbico de la subunidad 
a ha impedido la determinación de su estructura por cristalografía de rayos X, aunque el 
modelo de su estructura aceptado actualmente consta de cinco a-hélices de membrana.(Hatch 
et al., 1995; Jiang and Fillingame, 1998) A pesar de ser una subunidad poco conservada en 
general, existe una gran homología en las dos últimas a-hélices de membrana respecto a la 
misma subunidad de E. coli, que son las que se asocian principalmente a la funcionalidad de la 
enzima al ser las que interaccionan con la subunidad c, estando conservados la mayoría de los 
residuos funcionales como es el caso de aR170 (Tabla IX).  
 
4.1.4.2.3. Subunidad b 
 Su perfil de hidrofobicidad muestra la presencia de un dominio hidrofóbico en el extremo 
N-terminal y de una parte hidrofílica que comprende la mayor parte de la proteína (Fig. 9C), al 
igual que en la misma subunidad en E. coli. Se conservan cuatro residuos, uno dentro del 
dominio hidrofóbico implicado en la conexión con la subunidad a (G10), lo que indica que esta 
subunidad también podría ser importante para el mantenimiento de la correcta estructura del 
complejo F0. Los otros residuos conservados, aV119, aS124 y aG127, se han relacionado con 
la conexión a F1, la otra función importante de esta subunidad. 
 
4.1.4.2.4. Subunidades del sector F1  
 Lo más destacable es la presencia, tanto en la subunidad a como en la b, de los 
motivos Walker A (GXXXXGKT; donde X es un aminoácido cualquiera) y B 
(L-hidrofóbico-hidrofóbico-hidrofóbico-D), implicados en la unión a nucleótidos y presentes en 
distintos grupos de proteínas que comparten esta función (Walker et al., 1982). Esto confirma 
que la subunidad a también colabora uniendo nucleótidos en la ATPasa F0F1 de S. 
pneumoniae. El motivo Walker A se encuentra entre las posiciones 169 y 176 en la subunidad 
a (GDRQTGKT) y entre las posiciones 155 y 162 en la subunidad b (GGAGVGKT). El motivo 
Walker B se encuentre entre las posiciones 257 y 261 en la subunidad a (LIVYD) y entre las 













Tabla IX. Residuos del sector F0 de S. pneumoniae conservados en E. coli con función asignada 
a 
  
Subunidad       Residuo en          Función                     Referencia 
 
             E.coli    S. pneumoniae              
  
AtpC        G23      G14        Bolsillo de unión al protón    (Fimmel et al., 1990)  
             A24      V15        Bolsillo de unión al protón    (Fillingame et al., 1991) 
             A25      S16        Bolsillo de unión al protón    (Fimmel and Fordham, 1989)  
             G29      G20        Bolsillo de unión al protón    (Fimmel and Norris, 1989)  
             L31      L22        Bolsillo de unión al protón    (Fimmel et al., 1990)   
             G38      S29        Bolsillo de unión al protón    (Fimmel et al., 1990) 
             A40      A31        Conexión con subunidad e    (Zhang and Fillingame, 1995)  
             R41      R32        Conexión con subunidad e    (Fraga et al., 1994) 
             Q42      Q33        Conexión con subunidad e    (Zhang and Fillingame, 1995)  
             P43      P34        Conexión con subunidad e    (Zhang and Fillingame, 1995) 
             D44      D35        Conexión con subunidad g    (Watts et al., 1995)  
             F54      F45        Bolsillo de unión al protón    (Girvin and Fillingame, 1994)  
             M57      V48        Bolsillo de unión al protón    (Girvin and Fillingame, 1994) 
             G58      A49        Bolsillo de unión al protón    (Girvin and Fillingame, 1994)  
             D61      E52        Captación del protón         (Sebald et al., 1980) 
     
AtpA        E196     E160       Translocación del protón     (Fillingame, 1990) 
S206     S166       Translocación del protón     (Cain and Simoni, 1986)  
L207     L167       Conexión con subunidad c    (Jiang and Fillingame, 1998) 
R210     R170       Translocación del protón     (Hatch et al., 1995)  
N214     N174       Conexión con subunidad c    (Jiang and Fillingame, 1998) 
A217     A177       Translocación del protón     (Cain and Simoni, 1989) 
G218     G178       Translocación del protón     (Cain and Simoni, 1988) 
E219     E179       Translocación del protón     (Cain and Simoni, 1988) 
I221      M181       Conexión con subunidad c    (Jiang and Fillingame, 1998) 
L224     L184       Conexión con subunidad c    (Jiang and Fillingame, 1998) 
L225     L185       Conexión con subunidad c    (Jiang and Fillingame, 1998) 
P240     P197       Conexión con subunidad b   (Kumamoto and Simoni, 1986) 
Q252     Q217       Translocación del protón      (Hatch et al., 1995) 
   
AtpB        G9       G10        Conexión con subunidad a   (Kumamoto and Simoni, 1986) 
V124        V119       Interacción subunidad b y F1  (Howitt et al., 1996) 
A128     S124       Interacción subunidad b y F1  (Howitt et al., 1996) 
G131     G127       Interacción subunidad b y F1  (Porter et al., 1985)  
              
       
a Una vez localizadas las a-hélices de membrana en las subunidades de E. coli y S. pneumoniae 
mediante el programa RAO-ARGOS (PCGENE) (Rao and Argos, 1986) sus secuencias polipeptídicas 
fueron alineadas con el programa PALING (PCGENE). Todos los residuos con función asignada en E. 






















4.2. EXPRESIÓN DE LOS GENES DEL OPERÓN atp EN E. coli 
4.2.1. Hiperexpresión e identificación de las subunidades 
Figura 9. Perfiles de hidrofobicidad de las subunidades del sector F0 de S. pneumoniae. Los 
perfiles se calcularon con el programa RAOARGOS de PCGENE. El eje X muestra la posición del 
residuo y el eje Y la probabilidad de que forme parte de una a-hélice de membrana según el 
algoritmo de Rao y Argos (Rao and Argos, 1986)]. Para la subunidad a, se muestra el modelo de 5 




 Los plásmidos obtenidos en el apartado 4.1.1 se introdujeron en la cepa BL21 (DE3). 
Los clones se cultivaron en medio LB hasta entrar en fase exponencial tras lo cual se añadió 
IPTG al medio para inducir la expresión de los genes clonados. La posterior electroforesis de 
los extractos crudos reveló la hiperexpresión de las subunidades de mayor peso molecular del 
complejo (a, b y g), la subunidad a, la subunidad e y la enzima cloranfenicol acetil transferasa 









La identificación de las subunidades restantes se realizó mediante un marcaje 
radioactivo en medio mínimo, tras la inducción con IPTG e inhibición de la RNA polimerasa de 
E. coli con rifampicina. La autorradiografía permitió la identificación de las subunidades que no 
se habían revelado en el primer experimento: c, b y d (Fig. 11A). La mayor precisión del 
marcaje radioactivo específico junto con el gran número de plásmidos utilizados permitió la 
detección de polipéptidos que coincidían con una gran precisión con los pesos moleculares 





Figura 10. Identificación de las subunidades de la ATPasa F0F1 mediante tinción con azul de 
Coomasie. Las células se crecieron hasta OD600 = 0.5, se trataron con 1 mM IPTG durante 120 
min y el equivalente a 150 ml de cultivo (aproximadamente 15 µg de proteína) se aplicó a un gel de 



















 Se observaron 2 polipéptidos adicionales (Fig. 11A; puntas de flecha ralladas), de 
menor tamaño que las subunidades a y b, en extractos de cultivos que las superproducían 
(pOPTN5, -7, -8). Estos polipéptidos podrían ser productos de degradación de dichas 
subunidades por acción de proteasas de E. coli, de forma similar a lo que se ha observado  
cuando se hiperproducen las propias subunidades de E. coli. Otro polipéptido adicional (Fig. 
11A; puntas de flecha ralladas) de bajo peso molecular (11,7 kDa) está presente en los 
extractos de las cepas que llevan pOPTN5 y pOPTN7. Estos plásmidos codifican los residuos 
Figura 11. Identificación de las subunidades de la ATPasa F0F1 de S. pneumoniae mediante 
marcaje radioactivo y autorradiografía (A) y pesos moleculares de las subunidades (B). (A) 
Cultivos crecidos a OD600 = 0.5 se indujeron con 1 mM de IPTG durante 30 min y se trataron con 
200 mg/ml de Rif durante 90 min. Se marcaron 140 ml de cultivo radiactivamente como se describe 
en el apartado 3.8.1. Se aplicó al gel un volumen de muestra equivalente a 50 µl de cultivo (5 µg 
de proteína). (B) La masa molecular teórica se calculó a partir de la secuencia traducida del gen. 
La obtenida mediante SDS-PAGE se obtuvo por extrapolación utilizando una curva patrón 
construida a partir de polipéptidos de masa molecular conocida. N: cultivos no inducidos; I: cultivos 
inducidos con IPTG. 
        
Masa Molecular (KDa)                                                           
             
Subunidad     Tamaño (aa)         Teórica      SDS-PAGE 
c           66              8,500       9,500 
a               238                 27,300          25,700 
b               164                 18,100      18,200 
d         178           20,500     24,000 
a         501           54,600     57,500 
g          292           32,300     38,000 
b         468           51,300     53,700 





1-85 de la subunidad e pero no su codon de paro. El polipéptido resultante, de 11,7 kDa, podría 
ser el producto de un ORF híbrido formado por atpe y parte de la secuencia del vector pSU24 
que tendría teóricamente un tamaño de 12,6 kDa. Este fragmento no está presente en el carril 
correspondiente al plásmido pOPTN8 que contiene atpe completo.  
  
4.2.2. Actividad ATPasa en cepas superproductoras 
Para comprobar si los polipéptidos expresados a partir de los genes clonados en 
pOPTN8 eran capaces de formar complejos funcionales en el sistema heterólogo de E. coli, se 
cuantificó la actividad ATPasa tanto en membrana como en extractos crudos y se estudió la 
inhibición por DCCD, Opt y Mfl. Se observó un incremento en la actividad ATPasa de 
membrana de 1,95 veces en el clon que contenía pOPTN8 (15,11  ± 1,50 unidades; media ± 
SEM; n = 2) respecto al clon con el vector pSU24 (7,73 ± 1,27 unidades). En extractos crudos 
el incremento fue de 2,43 veces en el clon con pOPTN8 (4,72 ± 0,42 unidades; media ± SEM; n 
= 2) respecto al clon con pSU24 (1,94 ± 0,08 unidades; n = 2). La actividad se inhibió en más 
de un 65% con DCCD 10 µM, inhibidor universal de ATPasas F0F1. Opt y Mfl a concentración 
elevada (100 µM) sólo inhibieron la actividad del clon BL21(DE3) -pOPTN8 y muy levemente 
(menos del 20%).  
 
4.3. ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL DEL OPERÓN atp   
4.3.1. Determinación del lugar de inicio de trascripción del operón atp 
 El inicio del mRNA del operón se determinó por “primer extension” sobre RNA total 
extraído de la cepa T4 crecido a dos pHs diferentes (6.6 y 7.5) y utilizando como cebador un 
oligonucleótido de 24 nt (atpC17, Fig. 7). Este experimento rindió un fragmento de 78 nt que 
señalaba como inicio de trascripción al nucleótido G situado a 7 pb del extremo 3’ de la caja –
10 del promotor y a 29 pb del codon de inicio del primer gen del operón, atpC (Fig. 12). La 
intensidad de la banda fue superior en 1,46 ± 0,03 veces (media ± SEM; n = 2) a pH 6.6 que a 
pH 7.5, lo que indicaba algún tipo de regulación de la expresión del operón dependiente del 













4.3.2. Determinación del tamaño del mRNA del operón atp  
Para analizar si todos los genes del operón atp se transcribían en una sola unidad 
transcripcional en S. pneumoniae se determinó el tamaño del mRNA específico mediante 
"northern blot" a partir de muestras de RNA total extraídas a pH 7.5 y 6.6 (Fig. 13). En ambos 
casos se observó una banda mayoritaria correspondiente a un mRNA de aproximadamente 6,5 
Kb. Esta longitud se correspondía con el  tamaño del operón completo, lo que confirmaba que 
todos los genes del operón se transcribían en una sola unidad a partir de un único promotor, 
como se ha descrito en otras bacterias como S. faecalis (Shibata et al., 1992). Se intuyen 
algunas bandas que podrían ser consecuencia de procesamientos aunque no puede 
descartarse que sean productos de degradación debidos a la manipulación experimental. 
Al igual que en el experimento de "primer extension", se observó un incremento en la 
intensidad del mRNA específico del operón de 1,56 ± 0,07 veces (media ± SEM; n = 2) cuando 
el RNA total se extrajo de células que crecieron en medio a 6.6 en comparación con un cultivo 






Figura 12. Secuencia de la región 5’ del operón atp y determinación del punto de inicio de 
transcripción. En la reacción de secuencia se utilizó el plásmido pOPTN2 como molde. G,  A , T 
y C hacen referencia a los dideoxinucleótidos añadidos a la reacción. Se muestra la secuencia 
de la doble cadena con los detalles más relevantes como la caja –10 del promotor, el punto de 
inicio de transcripción señalado como el punto +1, la RBS y el codon de inicio ATG (M). También 
se indica sombreado el cambio en la caja –10 de este plásmido respecto al promotor original en 
la cepa R6. Para la reacción de "primer extension" se utilizó RNA total de cultivos crecidos en 
medio C+Y a pH 7.5 y 6.6 según se describe en materiales y métodos 3.7.2. La flecha indica la 






















4.4. ACTIVACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL OPERÓN atp EN RESPUESTA A 
ACIDIFICACIÓN 
4.4.1. Actividad ATPasa F0F1 
 Cuando se cuantificó la actividad ATPasa específica de extractos crudos que provenían 
de cultivos crecidos a diferentes pHs se observó un incremento creciente paralelo a la 
acidificación del medio, existiendo diferencias de 1,57 ± 0,03 veces (media ± SEM; n=5) a pH 
6.6 y de 1,90 ± 0,07 veces a pH 5.7 respecto a los cultivos crecidos a pH 7.5 (Fig. 14A). 
 Por su parte, S. oralis mostró tener unos niveles de actividad ATPasa entre 2,5 y 3 
veces superiores a los de S. pneumoniae (Fig. 14A), lo que está en consonancia con su mayor 
capacidad acidúrica. La cepa de S. pneumoniae M222 también mostró capacidad de aumentar 
la actividad ATPasa a pH ácido además de poseer una actividad enzimática algo mayor que la 
cepa R6 , lo que se podría atribuir al hecho de que posee los genes atpC, atpA y parte de atpB  
de S. oralis (Fenoll et al., 1994). 
También se cuantificó la actividad ATPasa en fracciones enriquecidas en membranas, 
las cuales tenían 2 veces más actividad específica que los extractos crudos, observándose 
también una mayor actividad cuando los cultivos crecieron a un pH más ácido (Fig. 14B). Los 
incrementos de actividad ATPasa en membrana fueron de 1,35 ± 0,05 veces (media ± SEM; n 
= 5) a pH 6.6 y de 1,61 ± 0.12 veces a pH 5.7 respecto a los cultivos crecidos a pH 7.5. 
Figura 13. Determinación del tamaño del mRNA del operón atp. Se extrajo RNA total de 
cultivos de T4 crecidos en medio C+Y a pH 7.5 y 6.6, y de la cepa de E. coli XL1blue (pUC18) 
crecido en LB como control, según se describe en la sección 3.7.1. Se aplicaron 10 y 20 µg de 
RNA desnaturalizado a geles de formaldehído, se sometieron a electroforesis, se transfirieron a 
una membrana de nylon, y se hibridaron con una sonda marcada con 32P que incluía parte de los 
genes atpB y atpd . Se indican las masas moleculares del patrón utilizado (Gibco BRL). Spn: S. 











































































 La actividad ATPasa, tanto en extractos crudos como en membranas, se inhibió en un 
75% utilizando DCCD 10 µM y en un 80-85% utilizando Opt 0,5 µM. El hecho de que ambas 
drogas sean inhibidores específicos de las ATPasas tipo F0F1 pone de manifiesto que ésta es la 
ATPasa más abundante en S. pneumoniae, lo que coincide con datos publicados previamente 
para S. faecalis (Kobayashi et al., 1984). 
 
Figura 14. Actividad ATPasa en extractos crudos (A) y comparación con la actividad en 
membranas (B) en relación con el pH extracelular. La actividad ATPasa se cuantificó según se 
describe en la sección 3.9.2 en extractos crudos y fracciones enriquecidas en membranas 
obtenidos a partir de cultivos crecidos en medio C+Y como se describe en 3.4.1. La actividad 
ATPasa relativa de 1 corresponde 5,09 ± 0,94 unidades de actividad para extractos crudos y 9,76 
± 1,15 para membranas. EC: extractos crudos 
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4.4.2. Cantidad de proteína 
 El incremento de actividad observado en extractos crudos y membranas podía ser 
consecuencia de un incremento paralelo en la cantidad de enzima sintetizada de novo, de un 
aumento de la funcionalidad o de un aumento en el ensamblaje de subunidades ya sintetizadas 
para formar complejos funcionales. Para diferenciar entre estas posibilidades, se realizó un 
inmunomarcaje por "western blot" con anticuerpos generados frente a las subunidad b del 
complejo F1, aunque el antisuero resultante era capaz de reconocer las subunidades a y b de la 
enzima (Fig. 15). Esta reacción cruzada del antisuero podría deberse a una contaminación en 
la fracción inyectada al conejo con la subunidad a, puesto que migra de forma similar a b en el 
gel preparativo (Fig. 10; carril pOPTN8 inducido). Otra posible explicación se basa en que 
ambas subunidades comparten motivos de unión a nucleótidos ya que incluso provienen de la 
duplicación de un gen ancestral (Gogarten et al., 1989). Estos dominios podrían ser 
reconocidos por los mismos anticuerpos, lo que se ha observado en E. coli (Walker et al., 
1984). Como muestras se utilizaron los extractos crudos procedentes de cultivos crecidos a 
diferentes pHs, los cuales habían mostrado incrementos en la actividad con la acidificación tal y 






















Figura 15. Incremento de la cantidad de subunidades a y b en respuesta a la disminución 
del pH del medio. Se cargaron 20 µg de proteína en un gel del 10% de SDS-PAGE. Las 
proteínas se transfirieron a un filtro de membrana Immobilon P (Millipore) que fue incubada con 















































 Para ambas subunidades se observó un incremento en la cantidad de proteína paralelo 
a la bajada del pH extracelular con una diferencia cercana a las dos veces entre los extractos 
de cultivos crecidos a pH 7.5 respecto a pH 5.7 (1,91±0,31 veces para la subunidad a y 
1,67±0,18 veces para la subunidad b (media ± SEM; n = 3)). Este incremento era muy similar al 
observado en la actividad y apoya la relación existente entre actividad y cantidad de proteína. 
Por otro lado, la expresión de un control interno constituido por la proteína autolisina (LytA) no 
mostró variaciones significativas frente a cambios externos de pH.  
 
4.4.3. Niveles de mRNA 
 Para comprobar si el incremento en la cantidad de proteína venía determinado por una 
mayor cantidad de mRNA, como parecían indicar los experimentos de "primer extension" y 
"northern blot", se determinó la concentración de dicho mRNA mediante "slot blot" en RNAs 
totales procedentes de cultivos crecidos a diferentes pHs. Los resultados mostraron que existía 
un incremento en la concentración del mRNA específico del operón atp en respuesta a la 
acidificación del cultivo de 1,41 ± 0,05 veces a pH 6.4 y 1,84 ± 0,01 veces a pH 5.6 (media ± 
SEM; n=2) que es paralelo al observado a nivel de proteína y actividad enzimática (Fig. 16). Un 
control interno constituido por el mRNA del gen rpoB sólo mostró ligeras variaciones con la 
disminución del pH (Fig. 16). 





























Figura 16. Incremento de la concentración del mRNA del operón atp en respuesta a la 
acidificación. Se extrajeron muestras de RNA a partir de cultivos crecidos a diferentes pHs. Se 
fijaron 5 µg de RNA total a una membrana de nylon y se hibridó con una sonda generada a partir 
de un fragmento de PCR amplificado con los oligonucleótidos atpC1y atpB56. Paralelamente se 
hibridó con una sonda de un tamaño similar que incluía parte del gen rpoB a partir de un 
fragmento de PCR amplificado con los oligonucleótidos rpoB226 y rpoB773R.  
Resultados 
 68 
4.4.4. Actividad del promotor atp 
 El incremento en el mRNA del operón atp podría venir determinado por un aumento de 
la actividad del promotor o bien por una mayor estabilidad del mRNA en condiciones de bajo 
pH. Para diferenciar ambas posibilidades se realizaron fusiones génicas de tipo 
transcripcional-traduccional entre el promotor del operón atp y el gen cat, que codifica la 
enzima cloranfenicol acetil transferasa, que cumplía la función de gen reportero. Esta 
construcción permitía cuantificar la actividad del promotor mediante un ensayo colorimétrico. La 
construcción se introdujo dentro del plásmido pLS1 dando lugar a pMJSP3, y dentro del 
cromosoma de la cepa R6 para generar la cepa R6-CAT1. Mediante secuenciación utilizando 
oligonucleótidos internos del gen cat, se localizó el lugar del cromosoma en el que se insertó la 
fusión Patp-cat. Esta inserción interrumpió dos genes, aacA (Heath and Rock, 2000) y gatA 
(Hoskins et al., 2001). Los resultados mostraron un incremento de la actividad del promotor en 
la cepa con el plásmido pMJSP3 de 1,81 ± 0,14 veces (media ± SEM; n = 3) entre cultivos 
crecidos a pH 7.5 y 5.7, un valor acorde con los resultados obtenidos en los apartados 
anteriores (Fig. 17). Una diferencia similar, 1,99 ± 0,05 veces (media ± SEM; n = 3), se observó 
en la cepa R6-CAT1 aunque, sorprendentemente, los valores de actividad CAT obtenidos 










Figura 17. Incremento en la actividad del promotor atp dependiente de la disminución del 
pH extracelular. Se cuantificó la actividad CAT en extractos crudos obtenidos de cultivos de 
cepas derivadas de R6 con fusiones Patp-cat insertadas dentro del cromosoma (R6-CAT1) o en 
plásmido (pMJSP3 y pMJSP4) crecidas en medio C+Y según se describe en la sección 3.9.3. Se 
representa la media ± SEM de 3 determinaciones o de 2 determinaciones en el caso de R6 
(pMJSP3). La actividad CAT a pH 7.5 fue de 154,0 ± 21,2 unidades/mg para R6 (pMJSP4),  185,3 

























 Adicionalmente, una cepa con el plásmido pMJSP4, que era idéntico a pMJSP3 salvo 
una mutación en la caja -10 del promotor atp (TGCACT en vez de TACACT), no experimentó 
incrementos significativos en la actividad CAT en respuesta a la acidificación del medio a pesar 
de que los valores basales a pH 7.5 eran similares a los obtenidos con la construcción con el 
plásmido pMJSP3 (Fig. 17). Este promotor surgió espontáneamente cuando se intentaron 
clonar los genes de las subunidades c y a de la ATPasa de S. pneumoniae en un plásmido de 
número de elevado de copias en E. coli, que dio lugar al plásmido pOPTN2 (Fenoll et al., 
1994). 
 
4.5. RESPUESTA DE TOLERANCIA AL ÁCIDO EN S. pneumoniae 
 Teniendo en cuenta que el incremento en la actividad ATPasa forma parte de una 
respuesta global frente al pH ácido en otras bacterias, denominada ATR, se analizó la 
posibilidad de que dicha respuesta también existiera en S. pneumoniae. Inicialmente se 
determinó el pH óptimo de crecimiento de S. pneumoniae y su capacidad para crecer a otros 
pHs. Se observó que el pH óptimo inicial para el crecimiento de S. pneumoniae era 7.0 (Fig. 
18). A pH 7.5 y 6.5 la velocidad de crecimiento disminuyó ligeramente, aunque a a pH 8.0 y 6.0 
disminuyó notoriamente (Fig. 18). El crecimiento de S. pneumoniae se detuvo a pHs superiores 
8.2 e inferiores a 5.0.  






















4.5.1. Determinación del pH óptimo de la ATPasa de protones de S. pneumoniae 
Figura 18. Crecimiento de S. pneumoniae a diferentes pHs. Se realizó una dilución 1:20 a partir 
de un cultivo crecido hasta OD620 = 0,4 en medio AGCH + Y ajustado a distintos pHs. El 
crecimiento fue monitorizado en estos cultivos.  
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 Se determinó el pH óptimo de la ATPasa de protones por ser un indicador de la 
capacidad acidúrica del microorganismo, dentro del grupo de las bacterias lácticas, y de este 
modo estimar dicha capacidad en S. pneumoniae. El pH óptimo está en el intervalo entre pH 
7.5 y 8.0 (Fig. 19). La actividad disminuyó abruptamente por debajo de pH 7.0 lo que produjo 
un pico de actividad manifiestamente estrecho, especialmente cuando se comparó este perfil 
con los obtenidos para S. mutans y S. faecalis (Bender et al., 1986). 
 



























4.5.2. Análisis de supervivencia tras reto a pH letal 
4.5.2.1. Determinación del pH letal  
 Para comprobar si S. pneumoniae era capaz de desarrollar una ATR, primeramente se 
determinó el pH letal, que se define como aquél en el que sobrevive alrededor de un 0,01% de 
la población celular después de una exposición entre 2 y 3 horas (Svensater et al., 1997). S. 
pneumoniae creció hasta pH 5.0, por lo que se analizó la supervivencia de las células a pHs 
inferiores a éste. Se observó que aproximadamente el 50% de la población bacteriana 
sobrevivía a pH 5.0, el 10% lo hacía a pH 4.5 y el 0,01% a pH 4.4, mientras que no se detectó 
supervivencia a pH 4.3 o inferior (< 0,0001%) (Fig. 20), por lo que se tomó el pH 4.4 como pH 
letal. 
  
Figura 19. Determinación del pH óptimo de la ATPasa F0F1 de S. pneumoniae. Se ajustó el 
tampón de la reacción con HCl 1N. Se comparan los resultados con los publicados por otros 



































4.5.2.2. Cuantificación de supervivientes a pH letal 
 Se comparó la supervivencia de cultivos expuestos durante 2 h a distintos pHs 
previamente a una exposición de 2 h a pH 4.4 (Fig. 21). El número de supervivientes se 
incrementó 3 veces si el cultivo había sido previamente sometido durante 2 h a pH 6.6, 7 veces 
a pH 6.2 y 10 veces a pH 5.8. Estos resultados demuestran la existencia de una respuesta de 
tolerancia al ácido en S. pneumoniae. 























Figura 20. Determinación del pH letal de S. pneumoniae. Se realizó una dilución 1/10 en THYE 
de células congeladas en THYE a OD620 = 0,1. Después de una incubación de 2 h en THYE a pH 
7.5, se diluyó el volumen equivalente a 6 x 106 células en 5 ml de medio THYE ajustado a distintos 
pHs. Después de 2 horas de incubación se sembraron en medio THYE-agar entre 1 ml y 1 µl de 
cultivo (1,2 ´ 106 - 1,2 ´ 103 células). El número de supervivientes se estimó tras incubar 16 h a 
37ºC con 5% CO2. Los valores son la media ± SEM de 3 experimentos independientes. 
Figura 21. Respuesta de tolerancia al ácido de S. pneumoniae. Se realizó una dilución 1/10 a 
partir de células congeladas en THYE a OD620 = 0,1 en 5 ml de medio THYE ajustado a distintos 
pHs dentro del rango de pH de crecimiento de S. pneumoniae. Después de una incubación de 2 h 
se diluyó un volumen equivalente a 6 x 106 células en THYE ajustado a pH 4.4, siendo el volumen 
del inóculo siempre inferior a 1/50 del total. Tras incubar durante 2 h se sembraron como se 




4.5.3. Relación entre la respuesta de tolerancia al ácido y fase de crecimiento 
 Cuando se comparó la capacidad de sobrevivir a pH letal de células en distintas fases 
de crecimiento, se observó que las células en fase exponencial tardía y fase estacionaria 
presentaban mayor supervivencia que las células en fase exponencial temprana (Fig. 22). El 
incremento en grado de supervivencia era de casi tres órdenes de magnitud, 970 veces, entre 
células en fase estacionaria (OD620 = 0.900) y en fase exponencial temprana (OD620 = 0,150). 
Por tanto, la acidificación del medio debido al crecimiento como consecuencia del metabolismo 
láctico de S. pneumoniae inducía la ATR en mayor grado que el sometimiento al pH subletal 
que fue como máximo de 10 veces (Fig. 21). Sin embargo, la inducción de la ATR aparecía a 
valores de pH muy similares tanto en el sometimiento a pH subletal como cuando fue 








4.6. ACTIVIDAD DE LA MEFLOQUINA Y COMPUESTOS RELACIONADOS SOBRE LA 
ATPasa F0F1 
4.6.1. Inhibición del crecimiento bacteriano 
Teniendo en cuenta que mutaciones en la subunidad c de la ATPasa de protones de S. 
pneumoniae confieren resistencia a Opt y Qin, se analizó si esas mismas mutaciones conferían 
resistencia a Mfl que tiene una estructura química similar y que, al igual que Qin, se utiliza en la 
terapia contra la malaria. Se utilizaron una serie de derivados de la Mfl sintetizados por el 
instituto Walter Reed (Fig. 23). 
Figura 22. Relación entre la respuesta de tolerancia al ácido y la fase de crecimiento. Se 
tomaron células de un cultivo crecido a partir de una dilución 1/10 de células congeladas en THYE 
a OD620 = 0,1. Se diluyó el número constante de 6x10
6 células en THYE a pH 4.4, siendo el 
volumen del inóculo siempre inferior a 1/50 del total. El cultivo se incubó y sembró como se 
describe en el pie de la figura 20. El experimento se realizó al menos por triplicado. Los valores 





























































Figura 23. Estructuras químicas de los fármacos antimaláricos y los compuestos derivados 
de la mefloquina utilizados en este trabajo 
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Las cepas utilizadas fueron los mutantes MJ11, MJ2 (seleccionados originalmente como 
OptR) (Fenoll et al., 1994), MJQ3 y MJQ4 (seleccionados originalmente como QinR) (Muñoz et 
al., 1996). Con el fin de realizar un ensayo más completo, también se incluyeron mutantes MflR 
cuyo aislamiento y genotipo se describe más adelante. Las mismas mutaciones que confieren 
OptR y QinR, también confieren resistencia tanto a Mfl como a los compuestos OSU8, OSU199 
y OSU207 (Tabla X), por lo que existe un fenómeno de resistencia cruzada para todos ellos. 
Sin embargo, la actividad de las drogas no fue equivalente. Mfl mostró una potencia de 2,4 - 10 
veces superior a Opt, y de 40 - 300 veces superior a Qin. Ninguno de los mutantes mostró 
niveles de resistencia significativos frente a los compuestos OSU95, OSU99, OSU255 y 
OSU259. Los mutantes MJQ4, MJM6 y MJM7 presentaron sólo niveles de resistencia 
moderados frente al fármaco OSU199, que mostró una actividad superior a Mfl contra la mayor 
parte de los mutantes.  
 
Tabla X. Sensibilidad de S. pneumoniae a antimaláricos de  tipo amino-alcohol. 
 
 
Cepas CMI (mg/ml) a 
 Opt Qin Mfl OSU8 OSU95 OSU99 OSU199 OSU207 OSU255 OSU259 
ATCC 6303 0,75 25 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,07 0,15 
ATCC 49619 1,5 50 0,15 0,31 0,62 0,62 0,31 0,15 0,15 0,15 
R6 1,5 50 0,15 0,31 0,15 0,62 0,15 0,15 0,62 1,25 
MJ11 24 72 0,15 0,31 0,15 0,62 0,15 0,07 0,62 1,25 
MJ2 24 230 0,62 0,62 0,31 0,31 0,31 0,62 1,25 1,25 
MJQ3 3 144 5 5 0,31 0,31 2,5 5 1,25 1,25 
MJQ4 18 180 2.5 2,5 0,31 0,31 0,62 0,62 1,25 1,25 
MJM3 6 200 2.5 ¾ ¾ ¾ 5 ¾ ¾ ¾ 
MJM5 48 200 5 ¾ ¾ ¾ 5 ¾ ¾ ¾ 
MJM6 12 100 2.5 ¾ ¾ ¾ 0,62 ¾ ¾ ¾ 
MJM7 3 200 1.25 ¾ ¾ ¾ 0,62 ¾ ¾ ¾ 
MJM8 6 100 5 ¾ ¾ ¾ 2,5 ¾ ¾ ¾ 
MJM9 12 200 0.62 ¾ ¾ ¾ 1,25 ¾ ¾ ¾ 
MJM11 12 100 2.5 ¾ ¾ ¾ 1,25 ¾ ¾ ¾ 
MJM13 24 400 10 ¾ ¾ ¾ 10 ¾ ¾ ¾ 
MJM15 12 200 5 ¾ ¾ ¾ 2,5 ¾ ¾ ¾ 
MJM21 6 200 2.5 ¾ ¾ ¾ 2,5 ¾ ¾ ¾ 
MJM22 24 200 2.5 ¾ ¾ ¾ 2,5 ¾ ¾ ¾ 
 
a  ¾, no determinado 
 
4.6.2. Inhibición de la actividad ATPasa 
 Para obtener una prueba bioquímica que confirmara que la ATPasa F0F1 era el blanco 
primario de Mfl y los derivados OSU8, 199 y 207, se comparó la capacidad antimicrobiana y la 
de inhibición de la actividad ATPasa de estos compuestos utilizando mutantes que cubrían un 
amplio espectro de nivel de resistencia. La capacidad antimicrobiana (CMI) y la inhibición de la 
actividad ATPasa (IC50) por parte de cada fármaco, mostraron un buen nivel de correlación a 
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juzgar por los valores de los coeficientes de determinación, r2, del análisis de regresión lineal 
por mínimos cuadrados, que fueron muy cercanos a 1 en todos los casos (Fig. 24). También se 
comprobó la relación entre CMI e IC50 en un sólo mutante, MJQ4. Se seleccionó este mutante 
por presentar niveles de resistencia intermedios situados dentro del rango de linealidad de la 
relación entre ambos factores. La capacidad antimicrobiana y la inhibición de la actividad 
ATPasa mostraron nuevamente una buena correlación, presentando los fármacos OSU199 y 











































Figura 24. Relación entre la IC50 y la CMI en cepas de S. pneumoniae Mfl
R para Mefloquina y 
fármacos relacionados.  









































































































































4.6.3. Caracterización de mutaciones implicadas en resistencia a mefloquina 
 Inicialmente se trataron de aislar mutantes espontáneos MflR mediante siembra de 
2´1010 células de R6 en 0,3 µg/ml de Mfl (2 veces la CMI). Con este método se obtuvo un 
mutante que fue denominado MJM1. Los genes atpC y atpA de esta cepa se amplificaron por 
PCR con los oligonucleótidos atporf1 y atpB56 y se secuenciaron. Se observó una única 
mutación puntual en atpA: un codon TTT cambió a TCT, lo que produciría el cambio F209S en 
la secuencia de aa de la subunidad a de la ATPasa F0F1 de MJM1. Para obtener evidencia 
genética de que este cambio estaba implicado en resistencia a Mfl, el producto de PCR 
obtenido a partir de MJM1 que llevaba atpCA se usó para transformar células competentes de 
R6 y el mismo producto de PCR, pero de R6, se utilizó como control. Como se esperaba, el 
producto de PCR de MJM1 transformó a R6 a resistencia a Mfl con alta eficiencia (>105 
transformantes/ml). Sin embargo, el producto de PCR de R6 también fue capaz de transformar 
a R6 a MflR, aunque con menor eficiencia (103 transformantes/ml). Se seleccionaron dos 
colonias de la transformación de R6 con el producto de PCR de MJM1 y se comprobó que 
llevaban el cambio F209S en la subunidad a. Estos resultados indicaban que esta mutación 
estaba implicada realmente en resistencia a Mfl. Uno de estos transformantes se denominó 
MJM11 (Tabla XI) y fue utilizado  en estudios posteriores.  
Se seleccionaron varias colonias MflR obtenidas en el experimento de transformación 
con el producto de PCR de R6. Estos mutantes fueron nombrados con las iniciales MJM 
seguidas de una cifra. La aparición de este pequeño porcentaje de resistentes podría atribuirse 
a cambios al azar producidos por la propia tasa de error de la DNA polimerasa ya que en el 
control de transformación sin DNA no aparecieron mutantes resistentes. Fragmentos de PCR 
que llevaban atpCA amplificados a partir de las cepas resistentes podían conferir resistencia a 
Figura 25. Relación entre la IC50 y la CMI en S. pneumoniae MJQ4 para mefloquina y 
fármacos relacionados 
MJQ4














































R6 mediante transformación con elevada eficiencia (>105 transformantes/ml). Estas cepas 
presentaron mutaciones puntuales únicas asociadas a cambios de aminoácido (Tabla XI). 
Ocho mutaciones se encontraron en atpC, y 5 en en atpA. En ambas subunidades, los cambios 
se restringían a regiones relativamente cortas localizadas dentro de a-hélices de membrana 
según la predicción de los perfiles de hidrofobicidad (Fig. 9). Dentro de la subunidad a, los 
residuos mutados se encontraron en las dos últimas a-hélices de membrana.  
 
Tabla XI. Mutaciones en atpC y atpA que confieren resistencia cruzada a antimaláricos 
de tipo amino-alcohol. 
 
 
Cambio de aminoácido (cambio de codon)a  
Cepa Subunidad c  Subunidad a 
 a-hélice 1 a-hélice 2  a-hélice 4 a-hélice 5 
R6 13MGVSVGEGLLMN24 44MFLGVAFIEGTFFV57  178GEVMTSLLLL187 205AWTAFSVFIS214 
MJ11 ¾ A49T (GCC®ACC)  ¾ ¾ 
MJ2 ¾ V48L (GTT®CTT)  ¾ ¾ 
MJQ3 M23I (ATG®ATA) ¾  ¾ ¾ 
MJQ4 G20A (GGT®GCT) ¾  ¾ ¾ 
MJM3 ¾ ¾  ¾ W206G (TGG®GGG) 
MJM5 G14S (GGC®AGC) ¾  ¾ ¾ 
MJM6 ¾ ¾  ¾ S214P (TCC®CCC) 
MJM7 ¾ V57L (GTA®CTA)  ¾ ¾ 
MJM8 M13T (ATG®ACG) ¾  ¾ ¾ 
MJM9 ¾ M44V (ATG®GTG)  ¾ ¾ 
MJM10 M23I (ATG®ATT) ¾  ¾ ¾ 
MJM11 ¾ ¾  ¾ F209S (TTT®TCT) 
MJM13 N24Y (AAT®TAT) ¾  ¾ ¾ 
MJM14 G20A (GGT®GCT) ¾  ¾ ¾ 
MJM15 ¾ G47A (GGT®GCT)  ¾ ¾ 
MJM21 ¾ ¾  L186P (CTT®CCT) ¾ 







 Las CMIs para Mfl de los mutantes MflR fueron considerablemente mayores que los de 
R6 (4 - 64 veces), al igual que para OSU199 (4 - 64 veces). Todos estos mutantes excepto 
MJM7 mostraron niveles de resistencia incrementados a Opt (4 - 32 veces), y excepto MJM6, 
MJM8 y MJM11 también mostraron niveles de resistencia incrementados a Qin (4 - 8 veces). 
 
a Los residuos que cambian en las cepas resistentes se muestran en negrita. Se muestran 
subrayados los residuos cE19 y cE52, ya que el primero también podría estar implicado en la  
translocación de protones, como se discute en el texto.       
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4.7. ESTABLECIMIENTO DE UN MÉTODO PARA LA OBTENCIÓN DE MUTANTES  
 Teniendo en cuenta el gran número de mutantes MflR obtenidos, se analizó la 
posibilidad de que el mismo método fuera válido para aislar mutantes resistentes a otros 
fármacos antimicrobianos. Los fármacos elegidos fueron Cip, Rif y Str debido a que se conocen 
los genes implicados en la resistencia y que ésta es causada principalmente por mutaciones 
puntuales.  
 
4.7.1 Obtención de mutantes de resistencia mediante PCR, a partir de DNA de una cepa 
sensible  
 Se amplificaron mediante PCR las secuencias génicas implicadas en CipR, RifR  y StrR a 
partir de DNA genómico de R6, una cepa sensible a todos ellos. Para obtener fragmentos de 
unas 1.600 pb se utilizaron oligonucleótidos específicos: parCUP y parC503R para parC; 
rpoB227 y rpoB773R para rpoB, rpsLUP y rpsLDOWN para rpsL (Tabla V, Fig. 26). El 
fragmento de 1.629 pb amplificado a partir de parC codificaba los primeros 508 aa de la 
subunidad ParC de la topoisomerasa IV (824 residuos) que incluye la QRDR (Muñoz and de la 
Campa, 1996). El fragmento de 1.641 pb amplificado a partir de rpoB, codificaba 548 residuos 
de la región central de la subunidad b de la RNA polimerasa (residuos 227 a 774). El fragmento 
de 1.615 pb amplificado a partir de rpsL codificaba los primeros 320 residuos de Spr0247 (una 
posible amilopululanasa alcalina), el gen rpsL completo que codifica la subunidad ribosómica 
S12 (de 137 residuos de longitud), y la mayor parte (149 residuos de 156) de la proteína 
ribosómica S7 codificaba por el gen rpsG (Fig. 26).  
 Con estos fragmentos se transformaron células competentes de R6 y se seleccionaron 
los transformantes resistentes en medio sólido con Cip a 2 µg/ml (4 veces la CMI), Rif a 1 µg/ml 
(>33 veces la CMI) ó Str a 100 µg/ml (32 veces la CMI). Estas concentraciones de antibióticos 
se eligieron teniendo en cuenta los niveles de resistencia que alcanzan cepas con mutaciones 
puntuales en parC (Muñoz and de la Campa, 1996), rpoB (Enright et al., 1998; Padayachee 
and Klugman, 1999) y rpsL (Salles et al., 1992). Sólo se obtuvieron colonias cuando el DNA de 
la transformación incluía la región génica implicada en resistencia, quedando por debajo del 
límite de detección la aparición de mutantes resistentes transformados con otros fragmentos de 
PCR y en el control en el que no se añadió DNA (Tabla XII). La tasa de transformación se 
encontraba en el rango de  101 a 103 transformantes/ml, variando con el tipo de DNA 
transformante. Además, se obtuvieron entre 2 y 4,5 veces menos mutantes cuando el DNA 
transformante se amplificó con una DNA polimerasa con función correctora de pruebas en un 
experimento realizado paralelamente (Tabla XII). Estos valores son compatibles con la mayor 
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AATTTCCACCCACACGGGGATTCTTCTATCTATGATGCCATGGTTCGTATGTCA










Figura 26. Localización de los productos de PCR utilizados para la obtención de mutantes, 
de las regiones secuenciadas y de las mutaciones presentes en las cepas CipR (A), RifR (B) 
y StrR (C). Las flechas negras (no a escala) indican los oligonucleótidos usados para amplificar los 
fragmentos utilizados en experimentos de PCR. Los rectángulos rayados corresponden a las 
regiones secuenciadas. Las sustituciones de aa presentes en las cepas resistentes se muestran 
debajo del aa presente en la cepa silvestre (en negrita y subrayado). 
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Todos estos resultados en conjunto demuestran que los mutantes obtenidos son 
producto de la tasa de error de la DNA polimerasa durante la reacción de PCR y descarta 
cualquier otro evento de modificación del DNA derivado de la transformación.  
 
Tabla XII. Obtención de cepas resistentes por transformación con productos de PCR obtenidos a 
partir de DNA de una cepa sensible    
 
  Transformantes/ml seleccionados en a 
(Frecuencia de transformación ´ 10-5) 
DNA fuente DNA polimerasab Ciprofloxacina Rifampicina Estreptomicina 
parC Tth 94 ± 21 (1,0) ¾ ¾ 
 HF 33 ± 22 (0,4) ¾ ¾ 
rpoB Tth ¾ 1.119 ± 319 (12,4) ¾ 
 HF ¾ 580 ± 193 (6,4) ¾ 
rpsL Tth ¾ ¾ 299 ± 88 (3,2) 
 HF ¾ ¾ 72 ± 28 (0,8) 
 
a se transformó 1 ml de células competentes de R6  (6  ´ 106 células) con  0,15 mg de producto de PCR. 
Los valores representan la media ± SEM de 3 determinaciones independientes.     
b Tth: DNA polimerasa termoestable de Thermus thermophilus (Biotools); HF: Expand High Fidelity PCR 
system (Boehringer Manheim). 
 
 
4.7.2 Características de los mutantes 
 Se seleccionaron diez mutantes resistentes a cada compuesto para analizar su 
secuencia, cuantificar su nivel de resistencia y comprobar su estabilidad. Todos los mutantes 
mostraron cambios únicos de nucleótido con cambio de aminoácido en regiones o puntos clave 
asociados con resistencia según la información publicada previamente: la región QRDR de 
parC, la región central de rpoB y aminoácidos de lisina en rpsL.  
Se obtuvieron en total 5 tipos de mutantes diferentes CipR, 5 de RifR y 4 StrR (Tabla XIII), 
que fueron sometidos a un posterior análisis. Los mutantes mostraron niveles de resistencia 
superiores a la cepa original en el rango de 4-8 veces para la Cip, mayores de 133 veces para 
Rif y de 128 a más de 256 veces para Str (Tabla XIII). Los fragmentos de PCR que contenían 
las mutaciones, amplificados a partir de DNA de las cepas obtenidas, eran capaces de 
transformar a la cepa sensible R6 con una eficiencia de 104 a 106 transformantes por ml, al 
igual que lo hacían los fragmentos equivalentes del aislado clínico 4114 y la cepa RF465KNE 
utilizadas como control de CipR y  StrR, respectivamente. Estas cifras representan un aumento 
de entre dos y tres órdenes de magnitud respecto a los productos de amplificación de la cepa 
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sensible original y confirma la implicación de las mutaciones en la adquisición del fenotipo de 
resistencia. Los fragmentos secuenciados, de unas 400 pb de longitud, también eran capaces 
de transformar a una cepa sensible aunque el número de resistentes era dos órdenes de 
magnitud menor que cuando se utilizaron los fragmentos de 1,6 Kpb.  
Cuando en vez de utilizar fragmentos de PCR de R6 se utilizaron fragmentos de 400 pb 
se aislaron únicamente mutantes RifR con una eficiencia de 10-5 mientras que no se aislaron 
mutantes CipR ni StrR (dos órdenes de magnitud menos transformantes que los de 1,6 Kb). 
Estos resultados confirman la importancia del tamaño de la región homóloga para la 
transformación genética en S. pneumoniae.  
 
Tabla XIII. Características de los mutantes obtenidos por PCR 
 
Antimicrobiano 
de selección Cepa Gen 
Cambio de aa  




ml (´104) c 
Ciprofloxacina CMJ1 parC S79F (TCT®TTT) 4 (8´) 4 
 CMJ2  D83N (GAT®AAT) 2 (4´) 6 
 CMJ3  S79A (TCT®GCT) 2 (4´) 10 
 CMJ4  S79Y (TCT®TAT) 4 (8´) 27 
 CMJ5  D83V (GAT®GTT) 2 (4´) 2 
Rifampicina RMJ1 rpoB Q486L (CAG®CTG) 16 (> 533´) 140 
 RMJ2  H499Y (CAC®TAC) 8 (> 266´) 13 
 RMJ3  S482P (TCA®CCA) 4 (>133´) 43 
 RMJ4  H499L (CAC®CTC) 16 (> 533´) 14 
 RMJ5  D489V (GAC®GTC) 16 (> 533´) 48 
Estreptomicina SMJ1 rpsL K56I (AAA®ATA) >800 (>256´) 16 
 SMJ2  K56R (AAA®AGA) >800 (>256´) 7 
 SMJ3  K56T (AAA®ACA) >800 (>256´) 27 














a Las posiciones asignadas a los residuos de los 3 genes son las de la secuencia genómica de la 
cepa R6 (Hoskins et al., 2001). 
b Los valores de CMI son la media de 4 determinaciones independientes. Entre paréntesis se 
indica el incremento en resistencia en número de veces respecto a R6 que fue de 0,5 µg/ml para 
Cip, inferior a 0,03 µg/ml para Rif y 3,12 µg/ml para Str.  
c Se utilizaron productos de PCR incluyendo la secuencia total o parcial de los genes indicados 
para transformar células competentes de la cepa sensible R6, tal y como se expone en la Tabla XI. 
La capacidad de transformación de los productos de PCR amplificados a partir de DNA de los 
mutantes representan la media de 2 determinaciones. Como controles positivos de transformación 
se utilizaron productos de PCR del aislado clínico CipR 4114 (que presenta el cambio S79F en 
ParC y cuyo producto rindió 2 ´ 104 transformantes/ml) y la cepa StrR RF465KNE (que presenta el 




Para comprobar que las mutaciones podían transferirse y permanecer de un modo 
estable, se seleccionaron y analizaron 2 colonias resultantes de la transformación con el DNA 
amplificado a partir del DNA de cada cepa mutante. Todas las cepas derivadas de los mutantes 
conservaron el cambio de nucleótido y mostraron los mismos niveles de resistencia que los 
clones originales, lo que reforzaba la relación entre mutación y resistencia 
 
4.8. CARACTERIZACIÓN DE AISLADOS CLÍNICOS ATÍPICOS DEL GRUPO viridans 
4.8.1. Sensibilidad a antimaláricos 
 Se recibieron 2 cepas clínicas de estreptococos del Laboratorio de Referencia de 
Neumococo del Instituto de Salud Carlos III, que mostraban características atípicas según las 
pruebas de identificación. Estos 2 aislados, 1174/97 y 1162/99, fueron clasificados inicialmente 
como neumococos por ser a-hemolíticos y presentar sensibilidad a Opt, con unos halos de 
inhibición de 14 y 20 mm respectivamente. Sin embargo, no presentaban solubilidad en bilis y 
el análisis de su DNA reveló la ausencia de los genes de virulencia específicos de neumococo 
lytA (autolisina) y pnl (pneumolisina) (Asunción Fenoll, comunicación personal). El sistema  API 
32 Strep los identificó como S. oralis (Asunción Fenoll, comunicación personal).    
Se calcularon las CMIs a Opt, Qin y Mfl de estos aislados (Tabla XIV). El aislado 
1162/99 presentó una sensibilidad idéntica a las 2 cepas tipo de S. pneumoniae, mientras que 
el aislado 1174/99 mostró unos niveles de OptR y MflR que eran intermedios entre las cepas tipo 
de S. pneumoniae usadas como controles de sensibilidad y las cepas tipo de S. oralis y S. mitis 
usadas como controles de resistencia. 
 
Tabla XIV. Resistencia de aislados clínicos y cepas control a compuestos antimaláricos 
 
                                                            CMI (µg/ml)                                      
              Cepa                                 Optoquina           Quinina       Mefloquina         
 S. pneumoniae ATCC 6303                0,75          50         0,31 
  S. pneumoniae  ATCC 49619              0,75           50         0,31 
 S. mitis NTCT 12261                     96              800        40 
 S. oralis NTCT 11427                    48            400        40 
 S. oralis ATCC 10557                    48            400        20 
 Aislado 1174/97                        6            800        10 
 Aislado 1162/99                        0,75          50         0,31 
 
4.8.2. Análisis de la secuencia. 
 Se secuenciaron los genes atpC y atpA en ambos aislados clínicos por ser los genes 
responsables del fenotipo de sensibilidad a antimaláricos de tipo amino-alcohol en S. 
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pneumoniae. El aislado 1162/99 mostró una similaridad casi completa (99,70%; 3 cambios en 
990 nucleótidos; sin cambio de aminoácido) con la cepa R6 de S. pneumoniae, lo que 
explicaba la sensibilidad a antimaláricos de este aislado clínico. Por otro lado, los genes atpC y 
atpA del aislado 1174/97 mostraron mayor identidad con S. mitis (83,07%) y S. oralis (80,99%) 
que con S. pneumoniae (79,51%).  
 Teniendo en cuenta que las pruebas de identificación mostraron que el aislado 1162/99 
no pertenecía a la especie S. pneumoniae, se secuenció la región situada 5’ respecto al operón 
atp para comprobar si existían puntos de recombinación. La identidad entre S. pneumoniae y el 
aislado 1162/99 se mantenía en un fragmento de 50 pb (sólo 2 cambios) que alcanzaba hasta 
la caja –10 del promotor. A partir de ese punto y hasta la posición -115, se observó un 
incremento abrupto en el número de cambios que además coincidían en gran medida con los 
presentes en el resto de cepas secuenciadas, de tal modo que la homología en esta región era 
mayor con S. mitis (93,8%) que con S. pneumoniae (78,5%). Esta situación se mantenía hasta 
el codon de paro de un nuevo ORF situado 5' respecto a atpC en R6, que se trata de una 
secuencia de inserción del tipo IS1239 identificada como el gen spr1367 en la secuencia 
genómica de R6 (Hoskins et al., 2001). Sin embargo, este gen no aparecía en esta posición los 
dos aislados ni en las cepas tipo de S. oralis y S. mitis por lo que ya no existía homología entre 
su secuencia y la de S. pneumoniae. En estas cepas aparecía un nuevo ORF después de una 
secuencia intergénica de 302-313 pb, excepto en S. oralis en la que era 246-257 pb superior 
debido a la presencia de numerosas inserciones. En el aislado 1162/99, este ORF tenía una 
identidad del 87% con el gen spr1284 de R6, que codifica una proteína de 47,9 KDa compuesta 
por 428 residuos y que, hipotéticamente, codifica una peptidasa de la familia U32. Esta enzima 
estaba muy conservada entre S. pneumoniae, S. mitis y los 2 aislados clínicos ya que existía 
una identidad superior al 97% para los polipéptidos deducidos de la secuencia nucleotídica. 
Este gen fue localizado a una distancia de 68.630 pb del gen atpC en la cepa R6 y a 73.606 pb 
en la cepa TIGR4 utilizando la información de las secuencias genómicas respectivas, lo que 
significaba que la organización génica era distinta en esta región cromosómica entre S. 
pneumoniae y las otras 4 cepas.   
 Situada 3’ al cambio observado en la caja –10 del promotor se encontraba una región 
de 19 pb que era idéntica entre S. pneumoniae, S. mitis y los 2 aislados clínicos, lo que la hacía 
ser candidata a ser el punto 5’ de recombinación (Fig. 27).   
Por otro lado, la secuenciación del tercer gen del operón en el aislado 1162/99, atpB, 
permitió encontrar una región de 24 pb conservada entre las 4 cepas, a partir de la que se 
perdía nuevamente la identidad entre R6 y el aislado 1162/99, por lo que se trataba 
teóricamente del punto 3’ de recombinación (Fig. 27). Teniendo en cuenta la situación de los 
dos puntos de recombinación candidatos, el tamaño hipotético del fragmento recombinado era 
de aproximadamente 1,3 Kpb.  
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La sensibilidad parcial a Opt de la cepa 1174/97 podría deberse a dos cambios de aa 
con respecto a la cepa tipo de S. mitis NCTC 12261 y que están cercanos a los residuos en los 
que se acumulan las mutaciones que confieren OptR a S. pneumoniae. En la subunidad c existe 
el cambio cL21M, al lado de cG20, y en la subunidad a, el cambio aA205I, al lado de aW206.  
 
=>   IS1239                                               -35                    -10                        
-115  TAGCAA?AATGGAAATAATTTTTATTAAACGCTTCCAATAGCGGTTAAAAGTTGACAAATTTAAATTTTAGGACTACACT    SPN 
      ...T..A.T..T.........CC...........T....GTT...A..............CC..T...........A...   1162 
      ...T....T.AT......................T....GTTA..A..............CC..T...........A...   1174 
      ...T..A.T..T..........C...........T...CGTAA..A..............CC..T...........A...    SMI 
      ......A...A......TA..A.C.G........T...CGTAA..A..............CA..............A...    SOR 
           atpC => 
-35   AAGTAAGTAAATTTTATTTTAAAGGAGAATTTGTTATGAATTTAACATTTTTAGGCTTATGTATTGCCTGTATGGGCGTA    SPN 
      ...............................C....................C...........................   1162 
      ................A..A.........G.C..C.............C...C..TC.....C.............T...   1174 
      ................A..A...........C..C....................TC.....C.............T...    SMI 
      ................AA.A...........CA.C.................C..TC.T...C.............T...    SOR 
                  
 45   TCTGTCGGTGAAGGTTTATTGATGAATGGACTGTTTAAATCAGTAGCACGCCAACCAGATATGCTTTCTGAGTTTCGTAG    SPN  
      ................................................................................   1162  
      ...C.T.....G...A.G...........TT....G...........T..............TA.CG.............   1174  
      ...C.T...........G........C..TT....G........T..T..............CA.C..A..AC.A.....    SMI  
      ...C.T.CA......A.G........C..TT....C.......C...T...........C..CA.CC.AC.A..A.....    SOR  
 
 
125   TTTGATGTTTTTAGGTGTTGCCTTTATTGAAGGAACTTTCTTTGTAACTCTTGTCTTCTCATTTATTATCAAATAAATAC    SPN  
      ................................................................................   1162  
      C..............G..........................C..........................T......CG.A   1174  
      .......A.CC....G.................T........C..T...........T........C.............    SMI  
      C..A...A.CA.G..GA...................G.....G..T..C..C.....T.....CG.C........G.C.A    SOR  
                               atpA => 
205   ATGGAACGAGAAGAAAAGGGAGGATTTTAGATGGAAGAAAGTATTAATCCAATCATCTCTATTGGTCCTGTTATCTTCAA    SPN  
      ................................................................................   1162  
      ..AT..AT.......??.....A..G..................C.......C....AA..............C...TG.   1174  
      ...C...T...T.A..C..AG.....AG..G.AT..ATTG.A..?...................................    SMI  
      .........................C..................C.......C....AA..............C...TG.    SOR  
 
285   TCTGACTATGTTAGCCATGACTTTGTTGATTGTGGGAGTTATTTTTGTCTTTATTTATTGGGCAAGCCGCAATATGACCT    SPN 
      .....................C..........................................................   1162 
      .T.A...T..AC....T........C..TC....TTTC.G.......CA.....C...........T..T........A.   1174 
      ......A.......TTT............C...A.C.C.........G.................CT..A........T.    SMI 
      .T.A..C..............C..................G......G......C...........T...........T.    SOR 
 
365   TGAAACCCAAAGGAAAGCAAAATGTACTTGAGTATGTCTATGACTTTGTTATTGGATTTACAGAACCTAACATTGGTTCG    SPN   
      ................................................................................   1162  
      .............T..A...........A......C.......T.....A.A...................C.......C   1174  
      ...G.....C......A.........T.A......T.A.T...T......G...........A..T.A...C.....???    SMI  
      ...................................T..........C..............................AAA    SOR  
 
445   CGCTACATGAAAGATTACTCACTCTTTTTCCTTTGTTTATTCCTTTTCATGGTGATTGCCAATAACCTTGGCTTAATGAC    SPN  
      .........................................T......................................   1162 
      .A......A...................A.T.A........T.....T.....C..C..T.....T.....T..G...G.   1174 
      .CAATG..A..G.....T..T.......ATT.C..........A........CC.....A.....TA...........G.    SMI 
      A.............C.G...G...............C....T..A..T.....AC.G..A........C..T..G...G.    SOR  
 
525   AAAGCTTCAAACGATCGATGAGACTAACTGGTGGAGTTCGCCAACCGCTAATTTACAGTATGACTTAACCTTATCTTTTC    SPN  
      ................................................................................   1162  
      T..A........A.CA....G...A...CTT....CA........T..A...C.TTCA.T....C.TGT...G.....CT   1174  
      T.GAA....G..T.CA....GTGTA..TCTT....CC..A.....A..A.....GTCA.T......GGT...G......A    SMI  
      C..A........T.CA........A...CTT....CA........T..A...C.C....T......GG....G..A...G    SOR  
 
585   TTGTCATTTTGTTGACACATATAGAAAGCGTTCGTCGTCGTGGATTTAAAAAAAGTATAAAATCTTTTATGAGTCCTGTG    SPN  
      ................................................................................   1162  
      G.A.T......A..G.G..C..T..GG.GA.......C.....GA.....C..TACC.....GG....G.A.C.....CA   1174   
      CAA.T..C..AA....C..CG.....G.AA..............A.C.....GTA.T.....G.A...G.A.CA....GT    SMI   
      GAA.T..CC..A....C.....T...G.GA.......C.....GA........TA.C.....G.C.A...C.CA....GC    SOR   
 
665   TTTGTCATACCGATGAATATCTTGGAAGAATTTACAAACTTCTTATCTTTGGCTTTGCGGATTTTCGGGAATATCTTTGC    SPN 
      .................................................................T..............   1162 
      ...A.G.C..........C.AC.T......G.C..G..T...C.T...C.T..............T..............   1174 
      ...A.G.C...A......C....A......G....C..TC..C.T..AC.T..A......G.A..T..T...........    SMI   











745   AGGAGAGGTCATGACGAGTTTGTTACTTCTTCTTTCCCACCAAGCTATTTATTGGTATCCAGTAGCCTTTGGAGCTAATT    SPN  
      ................................................................................   1162  
      ...T..A..A.....A......C.T..CT.A.....A..T..G.......T..........A.C..A......A.A..C.   1174  
      ...G..A..G...G.A...A.....G.C..A.....T..T..G..CT.C...........TA.T..T......A.A...C    SMI  
      T.....A..G...G.T......C..A.CAC...A..T..T......C.A..............T..T.....T.....C.    SOR  
 
 
825   TGGCTTGGACTGCATTTTCTGTCTTTATTTCCTGCATCCAAGCTTATGTTTTTACTCTTTTGACATCTGTGTATTTAGGG    SPN  
      ................................................................................   1162  
      .A.T...............C..G..C.....T..TG.A..G..C.....C.....A..A...T.C...A....CC....A   1174  
      .AATC.................T........T..TG.A.....A.....A.....AT.G..AT.T..AA....CC....A    SMI  
      ..........A..C.............................C.....G.....CA.G...T.T...A....C.....A    SOR  
                                         atpB =>                                            
905   AATAAGATTAATATTGAAGAGGAATAGAAAGGAGTAACTGATGCACGTAACAGTAGGTGAATTAATTGGTAATTTTATTT    SPN  
      ...............................................................G................   1162  
      .....A......GA.......T.G........................................................   1174  
      .....A......GA......A???............GT.T...A.T..................C.....G.......AC    SMI  
      ........A...GA..G...A..G................................................C.......    SOR  
    
985   TAATCACTGGCTCTTTTATTCTTTTGCTAGTCTTGATTAAAAAATTTGCATGGTCTAATATTACAGGCATTTTCGAAGAA    SPN  
      ................................................................................   1162  
      .....G.............C............................................................   1174  
      .....G....T..C........C............G....G....AC..T.....A...T.G..TA...........C..    SMI  
      ....G..............C......A.T.....AG....G....A...G.....A..CT.G...A.TG.C.........    SOR 
  
1065  AGAGCTGAAAAAATTGCTTCAGATATTGACAGAGCTGAAGAAGCCCGTCAAAAAGCAGAAGTATTGGCTCAAAAACGCGA    SPN 
      ................................................................................   1162 
      ............................................A...........G.......................   1174 
      .....A...........AG...........G........C....A..........................G........    SMI 
      ..G..AA.T.........G.T........TG........C....T...............ACTC.T...........T..    SOR 
 
 
1145  AGATGAATTGGCTGGTAGCCGTAAAGAAGCTAAGACAATCATTGAAAATGCAAAGGAAACAGCTGAGCAAAGTAAGGCTA    SPN  
      ................................................................................   1162  
      .............................................G.....G..A............A.......A....   1174  
      .............................................G.....G..A............A....C..A....    SMI  
      ...............A..T..C..C..G..C..A.................T..A..G..T..A..AA.G.....A..AG    SOR  
 
   
1225  ATATCTTAGCAGATGCTAAACTAGAAGCGGGACACTTAAAAGAAAAAGCCAATCAAGAAATTGCTCAAAATAAAGTAGAA    SPN  
      ............................A....G...............A..C.................C....CT...   1162       
      G...T.......................A....G...............A..C.................C....CT...   1174  
      G...T..............G........A....G...G..............C......................CT...    SMI  
      ....TC.G............G.......A..T.G.........G..G..G.................G.......CT..G    SOR  
     
 
1305  GCTTTACAGAGTGTTAAGGGTGAGGTCGCAGATTTGACCATCAGCTTAGCTGGTAAAATCATCTCACAAAACCTTGACAG    SPN  
      ........A..C..............A..................C................................G.   1162  
      ........A..C..............A...........A........G..................G...........G.   1174  
      ........A..C..............A...........A........G..............................G.    SMI  
      .....G..A...........C.....G............G.T..TC.C..................A.............    SOR  
 
 
1385  TCATGCCCATAAAGCACTCATTGATCAGTATATCGATCAGCTAGGAGAAGCTTAA  SPN  
      ..............A........................................ 1162  
      ..............A........................................ 1174  
      ..............A........................................  SMI  





4.8.3. Confirmación del orden génico por hibridación de DNA 
Para confirmar la diferente organización génica entre S. pneumoniae y el resto de las 
cepas en esta región se utilizó la técnica "Southern blot", utilizando DNA cromosómico de las 5 
cepas utilizadas en el estudio digerido con las enzimas NheI y EcoRV (Fig. 28). Mientras que 
una sonda que contenía el gen de la peptidasa hibridó con un fragmento de restricción de 6,3 
kpb de R6 y un fragmento de 4,9 kbp del aislado clínico 1162/99, otra sonda con los genes 
atpCA hibridó con un fragmento distinto en R6, de 2,9 kpb de longitud, pero con un fragmento 
del mismo tamaño, 4,7 Kpb, en el aislado clínico 1162/99. Estos resultados confirmaban que el 
Figura 27. Secuencia intergénica y genes atpC y atpA de los aislados clínicos atípicos 




gen de la peptidasa se encontraba en proximidad al operón atp en el aislado clínico 1162/99 
pero no en R6. El tamaño de los fragmentos en R6 coincidía con los tamaños predichos por el 
mapa de restricción de su secuencia genómica. No se detectó hibridación entre la sonda con 
los genes atpCA y el DNA genómico del aislado 1174/97 y las cepas tipo de S. mitis y S. oralis 
debido a que presentan una identidad inferior al 80% respecto a la sonda. Contrariamente, en 
todas las cepas se detectó hibridación cuando se utilizó la sonda con el gen de la peptidasa, 










4.8.4. Confirmación del orden génico por PCR 
 Se analizó la organización génica mediante PCR, utilizando oligonucleótidos localizados 
en posición 5’ que primaban en el gen de la secuencia de inserción o en de la peptidasa y 
oligonucleótidos 3’ que primaban dentro del operón atp. En el caso de R6 sólo se obtuvo 
amplificación en el caso en el que se utilizó un oligonucleótido 5' situado dentro del gen de la 
secuencia de inserción IS1239, generándose un fragmento de 0,6 Kpb (Fig. 29), mientras que 
la ausencia de amplificación cuando se utilizó un oligonucleótido que primaba con el gen de la 
peptidasa era atribuible a la lejanía existente entre este gen y el operón atp. Por el contrario, en 
el caso de los aislados clínicos 1162/99 y 1174/97 sólo existió amplificación cuando el 
Figura 28. Hibridación con sondas de los genes spr1284 y atpCA. Se sometieron a 
electroforesis 5 µg de DNA genómico digerido con NheI y EcoRV, los fragmentos de restricción se 
transfirieron a una membrana de nylon y se hibridaron con una sonda para el gen spr1284 
generada a partir de la amplificación de un fragmento de PCR con los oligonucleótidos pepti101 y 
pepti413R y posterior marcaje con biotina por "random priming" según se describe en la sección 
3.5.4. Posteriormente se desnudó la membrana y se hibridó con una sonda que incluía los genes 
atpC y atpA resultado de marcar mediante el mismo sistema un fragmento de PCR amplificado 
con los oligonucleótidos atpwopro y atp107R.  La figura representa una composición del revelado 
después de la hibridación con ambas sondas. A la izquierda se muestran los pesos moleculares 
del marcador DNA ladder pre-biotinilado. Sondas: A) atpCA  B) spr1284.  
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oligonucleótido 5’ primaba en el gen de la peptidasa, rindiendo fragmentos de 1,4 y 2,4 Kpb 
según la posición del oligonucleótido 3’ utilizado, un patrón de amplificación idéntico al obtenido 
para la cepa tipo de S. mitis (Fig. 29). Estos datos apoyaban a los resultados obtenidos por 
secuenciación y "Southern blot". Mediante un análisis análogo por PCR se observó que todas 
las cepas tenían el mismo ORF situado 3’ al operón atp (datos no mostrados). Este locus, 







 De estos resultados se deduce que la organización génica de la región cromosómica 
situada 5’ al gen atpC es diferente en S.pneumoniae, S. oralis y S. mitis. La organización 















4.8.5. Confirmación de presencia en los aislados clínicos de un gen específico de 
estreptococos viridans 
Figura 29. Perfil de amplificación por PCR de R6, aislados clínicos y cepa tipo de S. mitis.
Se realizaron reacciones de amplificación por PCR utilizando DNA cromosómico de las cepas 
indicadas con 3 combinaciones de oligonucleótidos diferentes: a) pepti101 b) upatp3 c) atpC18R 
(adaptado con el nombre de atpC18R-Smi en el caso de 1174/97 y Smi12261) d) atpB56 
SPN IS1239
C atpA atpBspr1284SMI, SOR, 1174/97
C atpAspr12841162/99
atpB56pepti101 upatp3 atpc18R





Figura 30. Estructura genética de la región atp de S. pneumoniae y estreptococos viridans. 
Se indica la localización de las sondas utilizadas en los experimentos de la Fig. 28 y los 
oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR de la Fig. 29. SPN, S. pneumoniae R6; SMI, 
S. mitis NCTC 12261; SOR, S. oralis NCTC 11427 
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 Para confirmar adicionalmente que los aislados clínicos 1174/97 y 1162/99 no eran 
cepas de S. pneumoniae sino del grupo viridans, se analizó la presencia del gen ant. Este gen 
es homólogo al que codifica una proteína implicada en la transferencia de grupos adenilo a los 
aminoglicósidos, confiriendo así resistencia a eritromicina (Ohmiya et al., 1989). El gen ant no 
está presente en el genoma de S. pneumoniae salvo en aislados clínicos mosaico para genes 
de la topoisomerasa IV que han sufrido un evento de recombinación con DNA procedente de 
estreptococos orales (Balsalobre et al., 2003). 
El análisis de "Southern blot" utilizando una sonda para el gen ant mostró hibridación 
tanto en el caso del DNA de los dos aislados clínicos, 1162/99 y 1174/97, como en el de las 
cepas tipo de S. mitis y S. oralis, mientras que no existió hibridación con DNA de R6 (Fig. 31). 
Los resultados de este experimento apoyaban los datos obtenidos previamente que indicaban 
que ninguno de los dos aislados clínicos era miembro de la especie S. pneumoniae a pesar de 







Figura 31. Hibridación con la sonda del gen ant. Se sometieron a electroforesis 5 µg de DNA 
genómico digerido con HindIII y EcoRV (carril A) ó NheI y EcoRV (carril B). Los fragmentos de 
restricción se transfirieron a una membrana de nylon y se hibridaron con una sonda para el gen 
ant generada a partir de la amplificación de un fragmento de PCR con los oligonucleótidos antUP y 
antDOWN utilizando DNA cromosómico de la cepa 3870 marcado según se describe en la sección 






































5.1 CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DEL OPERÓN atp 
El operón atp de S. pneumoniae fue clonado en E. coli en varias fases hasta obtener un 
plásmido que contenía el operón completo, aunque sin incluir el promotor (Fig. 6). Las 
dificultades encontradas en la clonación de este operón y su estabilidad utilizando plásmidos 
de alto número de copias ya había sido descrita en los casos de S. faecalis y S. mutans 
(Shibata et al., 1992; Smith et al., 1996). Estos problemas son atribuibles tanto a la dificultad de 
clonar genes de bacterias Gram-positivas ricas en AT en E. coli debido a la potencia de sus 
regiones promotoras (Dillard and Yother, 1991) como a la toxicidad derivada del incremento de 
la cantidad de subunidad a (Fenoll et al., 1994).  
 El operón atp de S. pneumoniae está codificado por ocho genes ordenados del 
siguiente modo: atpCABdagbe (Fig. 7). Los ocho genes se transcriben a partir de un único  
promotor. La transcripción se inicia a 29 pb del codon de inicio del gen atpC (Fig. 12). El inicio 
del mRNA de los operones atp de S. mutans (Smith et al., 1996) #658] y L. lactis (Koebmann et 
al., 2000) ocurre en posiciones análogas. El tamaño del mRNA del operón atp es de 6,5 kb 
(Fig. 13), indicando que todos los genes se transcriben en una única molécula de mRNA y que 
el terminador de transcripción localizado en posición 3´ a atpe (Fig. 7) es funcional. El operón 
de S. pneumoniae carece del gen atpI, mientras que atpC y atpA tienen intercambiadas sus 
posiciones respecto a la mayoría de las bacterias estudiadas (Fenoll et al., 1994), al igual que 
en S. mutans  (Smith et al., 1996), L. lactis (Koebmann et al., 2000), S. sanguis y S. bovis 
(GeneBank). Estas dos características probablemente obedecen a una distinta estrategia de 
ensamblaje del complejo. Aunque se han propuesto varios mecanismos en E. coli, no 
excluyentes, para explicar cómo las diferentes subunidades del operón se sintetizan en la 
relación apropiada respecto a la estequiomería a partir de una única molécula de mRNA, éste 
es un fenómeno aún no totalmente comprendido. El control de la traducción diferencial de los 
genes del operón sería también un fenómeno multi-factorial en S. pneumoniae en el que 
podrían estar implicados: cortes endonucleolíticos específicos dentro del mRNA (Fig. 7); 
incremento en la estabilidad del complejo de iniciación de la traducción mediada por la 
complementariedad de la cuarta base del gen y el perfil de uso de codones (Tabla VII). Sin 
embargo, no se hallaron pruebas de que las secuencias de unión al ribosoma de los genes 
estuvieran implicadas en su traducción diferencial. Los genes de las subunidades a y b 
mostraron un perfil de uso de codones más adaptado a una elevada tasa de traducción que el 
resto de los genes del operón, evitando la acumulación de codones extraños que podrían 
ralentizar la traducción (Tabla VII). Esto indicaría que atpa y atpb habrían optimizado su 
secuencia para mejorar la fase de elongación de la traducción, lo que encaja con su mayor 
estequiometría. También se han encontrado pruebas de que la traducción de la subunidad a 
está especialmente controlada. Además de existir un posible corte endonucleólitico en el 
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mRNA de atpA (Fig. 7), su perfil de uso de codones, acumulación de codones extraños y uso 
efectivo de codones es claramente más desfavorable para su expresión que los observados en 
el resto de los genes (Tabla VII). Todos estos mecanismos podrían ir destinados a limitar la 
expresión de una proteína necesaria en bajas cantidades y potencialmente tóxica. En cuanto al 
gen de la subunidad c, la que presenta mayor estequiometría, aunque no mostró ninguna 
ventaja adicional respecto al uso de codones, tiene características suficientes como para poder 
justificar una elevada tasa de traducción. La primera es el hecho de ser el primer gen del 
operón (Figs. 6 y 7) ya que en procariotas el proceso de transcripción y el de traducción son 
simultáneos. De este modo, este gen puede empezar a traducirse antes de que acabe la 
transcripción de los genes más distales. El pequeño tamaño de su producto, sólo 66 aa, 
facilitaría su expresión en grandes cantidades. Además, este gen dispone en el mRNA de una 
secuencia muy rica en AT delante de su región RBS, algo que se ha asociado a una 
potenciación de la traducción. Además, presenta A como cuarta base del gen. 
La comparación de las secuencias de las subunidades del complejo F0F1 con el resto de 
las secuencias presentes en las bases de datos mostró que las subunidades del complejo F0 
están menos conservadas (Tabla VIII), quizá por el hecho de que son las que determinan la 
resistencia específica del microorganismo al pH (Sturr and Marquis, 1992). Las subunidades c 
de los dos estreptococos más acidúricos (S. mutans y S. bovis) muestran un 92% de identidad. 
Puesto que las subunidades del complejo F0 raramente superan una homología del 70%, 
incluso entre bacterias muy cercanas, esta elevada identidad hace suponer que la subunidad c 
determina la resistencia al ácido de la ATPasa F0F1.  
 
5.2. HIPEREXPRESIÓN DEL OPERON atp EN E. coli 
 Los ocho genes del operón atp codifican polipéptidos de tamaños aparentes similares a 
los esperados según los experimentos de hiperexpresión en E. coli BL21(DE3). Por otra parte, 
la presencia de dos polipéptidos de tamaño similar a los de las subunidades a y b apuntan a 
que podrían estar funcionando procesos de proteolisis (Fig. 11A). En casos de hiperproducción 
de las subunidades del complejo F0, la construcción final de la enzima podría verse alterada por 
agotamiento de factores adicionales necesarios para el correcto ensamblaje (Brusilow, 1993). 
En cultivos inducidos no se observó correlación entre el incremento de actividad ATPasa de 
membrana (1,95 veces en el clon que contenía pOPTN8) y el gran aumento en la cantidad de 
enzima expresada (Fig. 10). Este hecho podría atribuirse a defectos en la síntesis equilibrada 
de las subunidades y/o al ensamblaje de éstas. De hecho, cuando se realizó un 
fraccionamiento celular, la mayor parte de las subunidades a y b formaban aparentemente 
cuerpos de inclusión insolubles y precipitaban junto con los restos celulares (datos no 
mostrados). Por otra parte, la deficiente obtención de complejos F0F1 funcionales podría 
atribuirse tanto a ausencia de la región promotora del operón atp en pOPTN8 como a la 
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complejidad de los mecanismos de regulación de la traducción adaptada a la estequiometría 
del complejo. Estos mecanismos podrían estar muy adaptados a la maquinaria de traducción y 
las condiciones citoplásmicas de cada microorganismo, pudiendo ser muy diferentes en 
organismos tan separados evolutivamente como S. pneumoniae y E. coli. La expresión basal 
(en ausencia de inducción) de los genes presentes en los plásmidos recombinantes influyó en 
la tasa de crecimiento de las cepas que los llevaban. Los plásmidos que más afectaron al 
crecimiento, según el tiempo de duplicación cuantificado en el intervalo OD600 = 0,1-0,5 en 
medio M9-S, fueron pOPNT8, pOPTN3, pOPTN4 y pOPTN7 (con tiempos de generación entre 
115 y 119 min). La presencia de pOPTN5 (100 min) afectó sólo levemente respecto a la cepa 
con el vector pSU24 (92 min). De estos resultados se deduce que los plásmidos que más 
afectaron al crecimiento contenían genes de subunidades del complejo F0, lo que se ha 
asociado en E. coli con la toxicidad de la subunidad a y a fugas de protones al medio 
extracelular que son deletéreas para la célula pero no lo suficiente como para inhibir 
completamente el crecimiento (Brusilow, 1987). El bajo efecto sobre la viabilidad celular de 
pOPTN5 está justificado ya que sólo porta genes de subunidades citoplásmicas, cuya 
presencia no es tóxica. Análogamente, se ha observado que cuando la superproducción de las 
subunidades de la ATPasa de E. coli es superior a seis veces se produce una disminución del 
crecimiento acompañada de la aparición de estructuras aberrantes en la membrana debido al 
exceso de complejos F0 (von Meyenburg et al., 1984).  
  
 
5.3. RESPUESTA A LA ACIDIFICACIÓN 
5.3.1. Incremento de la expresión de la ATPasa F0F1 
 A pesar de su relativa sensibilidad al ácido, la actividad de la ATPasa F0F1 también 
aumenta en respuesta a la acidificación del medio en S. pneumoniae, tal y como se había 
observado en bacterias similares pero más acidúricas. Este aumento se produce dentro del 
rango de pH de 7.5 y 5.7 (Fig. 14), decreciendo nuevamente por debajo de pH 5.7 (datos no 
mostrados) posiblemente por daños en las enzimas glicolíticas (Bender et al., 1986) o en la 
propia ATPasa F0F1 teniendo en cuenta su perfil de actividad (Fig. 19). Un perfil similar se 
observó en el caso de S. oralis (Fig. 14A). De igual modo, en S. bovis, la actividad ATPasa 
aumenta con la acidificación del medio entre los valores de pH 7.0 a 4.5 (Miwa et al., 2001). El 
incremento de actividad ATPasa se correspondió con un incremento paralelo en la cantidad de 
proteína medida cómo cantidad de las dos subunidades más abundantes en el complejo, a y b, 
por lo que la relación actividad/proteína permanecía constante (Fig. 15). El incremento en la 
cantidad de la subunidad b también se ha observado por "western blot" en S. bovis (Miwa et al., 
2001). Otro estudio ha detectado por electroforesis bidimensional en S. oralis incrementos de al 
menos 2 veces en las 5 subunidades del sector F1 (Wilkins et al., 2001). El incremento en 
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cantidad de proteína se correspondió asimismo con un incremento en la cantidad de mRNA 
específico del operón (Fig. 16). Recientemente, también se ha observado un incremento 
paralelo al de la actividad enzimática en el mRNA de S. bovis (Miwa et al., 2001) y 
Lactobacillus acidophilus (Kullen and Klaenhammer, 1999).  
 Las variaciones menores de dos veces en las actividades enzimáticas han sido 
consideradas por algunos autores como no significativas para la fisiología bacteriana, debido a 
la dificultad de obtener resultados reproducibles. En ciertos casos cambios pequeños pueden 
ser transcendentes, como es el caso de la actividad fosfofructoquinasa para la que una 
reducción de 2 veces tiene una fuerte repercusión en la tasa de crecimiento de L. lactis 
(Andersen et al., 2001). Este podría ser el caso de la ATPasa F0F1, puesto que se ha sugerido 
que cambios de actividad de dos veces o incluso inferiores podrían originar cambios 
metabólicos significativos en E. coli (Brusilow, 1993). Además, las variaciones en la ATPasa 
F0F1 de S. pneumoniae no pueden ser muy grandes ya que se trata de la ATPasa mayoritaria 
de la célula (como se deduce de la comparación de los niveles de actividad detectados en 
extractos crudos y membranas) y fuertes incrementos podrían no ser viables por el fuerte 
impacto que tiene su función en los niveles celulares de ATP. En S. mutans la actividad 
ATPasa se incrementa también 2 veces entre pH 8.0 y 6.0, como la diferencia que se ha 
observa en S. pneumoniae, y sólo cuatro veces entre pH 8.0 y 5.0 (Hamilton and Buckley, 
1991), a pesar de que el incremento de esta función enzimática juega un papel muy importante 
en la fuerte adaptación que esta bacteria desarrolla frente al pH ácido.  
 
5.3.2. Actividad del promotor del operón atp 
La respuesta del promotor a la acidificación se testó mediante fusiones génicas de tipo 
transcripcional-traduccional entre el promotor del operón y el gen cat (Fig. 17). El operón fue 
capaz de incrementar su actividad en respuesta a la acidificación y era por lo tanto responsable 
principal de los incrementos observados en todos los niveles anteriores: mRNA, proteína y 
actividad enzimática (Fig. 32). Esto supone un tipo de control a nivel de iniciación de 
transcripción como indicaba el experimento de "primer extension". Curiosamente, se obtuvieron 
valores de aproximadamente el doble de actividad cuando la construcción se encontraba en  el 
cromosoma que cuando la construcción estaba presente en un plásmido. Este hecho puede ser 
interpretado como que la región 5’ al punto de inserción de la construcción estaría afectando a 
la  actividad del promotor. 
El hecho de que una mutación en la caja –10 del promotor no impidiera su 
funcionamiento basal pero sí su capacidad para ser regulado apoya la hípotesis de que esa 
base puede formar parte de una secuencia de reconocimiento por parte de un factor s 
alternativo o de otro tipo de regulador. En E. coli, el factor sigma de fase estacionaria, 
codificado por el gen rpoS, dirige una respuesta que aumenta la capacidad de resistencia al 
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ácido, a temperaturas extremas y al estrés osmótico. Curiosamente, la caja -10 del promotor 
de los genes que regula este factor sigma alternativo, CTATACT, es casi idéntica a la caja –10 
del operón del operón atp de S. pneumoniae. Solamente un cambio de base diferencia ambas 
secuencias (CTACACT en S. pneumoniae) en la posición menos conservada de la secuencia 
consenso del factor sigma de fase estacionaria de E. coli (45%), mientras que la base en la que 
el cambio impedía la regulación del promotor en el experimento de las fusiones génicas en S. 
pneumoniae era la segunda más conservada (91%) (CTACACT) (Espinosa-Urgel et al., 1996). 
Sin embargo, la secuencia promotora mantiene una gran homología con los promotores típicos 
de S. pneumoniae por lo que aparentemente también puede ser reconocido por el factor sigma 
típico, algo también postulado para el caso de L. lactis (Koebmann et al., 2000), lo que 
































Tras comparar las secuencias 5’ del operón atp de varias bacterias lácticas relacionadas 
filogenéticamente con S. pneumoniae, se encontró una secuencia conservada de 8 pb entre las 
cajas –35 y –10 (Fig. 31). Secuencias similares a la de 8 pb se encuentran en los promotores 
del operón sat de S. mutans (Gutierrez et al., 1999) y S. pyogenes (GeneBank), y sat de S. 
pyogenes (GeneBank) cuya expresión aumenta en condiciones ácidas (Casiano-Colon and 
Marquis, 1988). La expresión de estos genes podría estar regulada por un factor específico de 
pH ácido, de un modo posiblemente independiente de la respuesta común a otros tipos de 
estrés que utilizan motivos CIRCE en las secuencias promotoras de los genes que codifican 
chaperonas. Uno de los genes del operón sat, ylxM, posee motivos de unión a DNA de tipo 
Figura 32. Resumen de los incrementos observados en actividad ATPasa F0F1, cantidad de 
las subunidades a y b, niveles de mRNA específicos del operón atp y actividad del 
promotor atp  en respuesta a la acidificación.  
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hélice-giro-hélice (Kremer et al., 2001) y podría actuar como regulador de transcripción. De los 
dos promotores que dirigen la expresión de ylxM, la secuencia de 8 pb sólo se encuentra en el 
que es inducible por pH. El gen ylxM se transcribe conjuntamente con el gen ffh que codifica 
una proteína esencial implicada en translocación de proteínas a la membrana y al medio 
extracelular, similar a la proteína SRP de mamíferos (Valent et al., 1998). Esta proteína ha sido 
caracterizada recientemente en S. pneumoniae (Zheng et al., 2002). En dobles mutantes ylxM 
- ffh se ha observado que no se produce un incremento en la actividad ATPasa a bajo pH 
(Kremer et al., 2001). Por lo tanto, para aumentar la actividad ATPasa en membrana podría ser 
necesario el aumento de expresión del operón atp sino también el del gen ffh para exportar el 
complejo a la membrana (Gutierrez et al., 1999).  
 La capacidad de adaptación al ácido engloba una respuesta común y otra 
independiente a otros tipos de estrés. Por lo tanto, la parte específica del estrés ácido podría 
estar dirigida por un factor sigma alternativo o regulador, siendo uno de los candidatos el 
producto del gen yxlM, teniendo en cuenta su incremento de expresión, sus motivos de unión al 
DNA y la hipotética región compartida con otros promotores que se activan con pH ácido lo que 
apuntaría además a un proceso de autorregulación positiva.  
  
    Especie  Operón        Región promotora             Codon de inicio 
 
S. pneumoniae  atp   TTGACAAATTTAAATTTTAGGACTACACT...35pb...ATG 
S. oralis      atp   TTGACAAATTCAAATTTTAGGACTAAACT...35pb...ATG 
S. sanguis     atp   TTGACTATTCGATATTTTAGGAGTAAACT...35pb...ATG 
S. mutans      atp   TTGACAAACCTGCAAAATAGGACTAAACT...35pb...ATG 
S. bovis       atp   TTGACAATTCCTTAAAATAGGACTAAAAT...35pb...ATG 
S. pyogenes    atp   TTGACATTCTTAATTTTAAGGAATAGAAT...35pb...ATG 
L. lactis      atp   TTGACAAAAACTACGAATAGTAGTAGAAT...53pb...ATG 
 
S. pneumoniae  arc         TTGACATTACCTAGGAATTGCGTTATAAT...58pb...ATG 
S. pyogenes    arc       AAGGAGAGTACACTAGGAACATAAGCA...57pb...ATG  
 
S. pneumoniae  sat             AATCAAGAGGGACATCCCTTTGCCAGCTAT...114 pb...ATG 
S. mutans      sat             TTGCATCTTGGACAAGTAATAAATAAGAAT...110 pb...ATG  
S. pyogenes    sat             TATGTTTTAGGTGTTCCCCCTTTTTGACAG...103 pb...ATG  
 









 La regulación del operón atp parece ser diferente en otros microorganismos 
evolutivamente más distantes. Recientemente se ha publicado que el incremento de actividad 
Figura 33. Comparación de promotores de genes activados en respuesta a pH ácido. Se 
muestran los promotores del operón atp secuenciados de S. pneumoniae y bacterias 
genéticamente relacionadas, del operón que codifica el sistema arginino desaminasa (arc) y del 
operón  constituido por los genes yxlM y ffh (sat). Se señalan enmarcadas las posibles cajas -35 y 
-10 de los promotores. Se muestra sombreada la secuencia potencialmente implicada en 
regulación y en negrita las bases conservadas respecto a la secuencia consenso. 
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ATPasa en S. faecalis se debe principalmente a un incremento en el ensamblaje de las 
subunidades (Arikado et al., 1999) a pesar de que previamente los mismos investigadores 
había notificado que existía síntesis proteica de novo (Kobayashi et al., 1984) (Kobayashi et al., 
1986). En Saccharomyces cerevisiae hay un incremento de actividad ATPasa en respuesta al 
ácido, pero no va acompañada de incremento de transcripción, sino de aumento en la 
capacidad catalítica de la enzima (Eraso et al., 1987). En E. coli, la expresión del operón no 
está regulada por pH sino por la tasa de crecimiento condicionada por el tipo de fuente de 
carbono (Kasimoglu et al., 1996).  
 En S. pneumoniae no se puede descartar completamente que la formación del complejo 
funcional no dependa también en grado menor de otros factores como el ensamblaje o su 
capacidad para insertarse en membrana. Sin embargo, no parece que el control a nivel de 
ensamblaje sea importante en S. pneumoniae si se tiene en cuenta que en S. bovis, una 
bacteria cuya ATPasa F0F1 sigue aparentemente una regulación similar, la cantidad de 
subunidad b en el citoplasma es mucho menor que la que se encuentra en membrana (Miwa et 
al., 2001). 
 
5.3.3. Capacidad acidúrica y respuesta de tolerancia al ácido  
 S. pneumoniae es una bacteria sensible al ácido como lo demuestra el que sólo pueda 
crecer hasta pH 5.0, mientras que S. mutans es comparativamente tolerante al ácido puesto 
que puede crecer hasta pH 4.0 (Harper and Loesche, 1983). De acuerdo con esta afirmación, 
el pH óptimo de la ATPasa de protones de S. pneumoniae se encuentra entre 7.5 y 8.0 (Fig. 
18), no existiendo actividad por debajo de 6.5, mientras que el óptimo de la enzima de S. 
mutans es de 6.0 y es superior al 50% en un rango de pH comprendido entre 5.0 y 8.0 (Fig. 19) 
(Bender et al., 1986). Incluso más significativo que el elevado pH óptimo de la enzima de S. 
pneumoniae fue el hecho de que presentara un rango de pH extraordinariamente estrecho, ya 
que la ATPasa F0F1 de microorganismos notoriamente más acidúricos que S. pneumoniae, 
como S. sanguis o S. faecalis, presentan un pH óptimo similar (7.0-7.5) pero su actividad se 
resiente menos con la acidificación (Bender et al., 1986) (Sturr and Marquis, 1992). Por otra 
parte, los niveles de actividad ATPasa en S. pneumoniae fueron de aproximadamente la mitad 
de los encontrados en S. oralis (Fig. 14A), una bacteria más acidúrica. Del mismo modo, la 
actividad ATPasa es casi 3 veces mayor en los organismos más acidúricos de la flora ruminal, 
como es S. bovis, en comparación con los menos acidúricos (Miwa et al., 1997). Por ello, no 
solamente el elevado pH óptimo y el limitado rango de pH para la actividad de la enzima, sino 
además la menor actividad confirmaban que S. pneumoniae se trataba de una bacteria poco 
acidúrica.  
 En cuanto a la respuesta ATR, el pH en el que un periodo de 2 h era suficiente para 
matar a más del 99,99% de las células de un cultivo de S. pneumoniae en las condiciones de 
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experimentación fue de 4.4 (Fig. 20). Este pH es sensiblemente superior al pH letal para otras 
bacterias relacionadas, que es de 4.0 para L. lactis (Hartke et al., 1996) y de 3.5 para S. 
mutans (Svensater et al., 1997) (Li et al., 2001). El rango de adaptación que induce protección 
parcial frente a este pH letal en S. pneumoniae es de 6.6 a 5.8 (Fig. 21), siendo máximo a éste 
último pH. Por otro lado, se observó una inducción de la ATR más acusada como respuesta al 
incremento en la OD del cultivo que como respuesta al reto con pH subletal (Figs. 21 y 22), 
aunque la inducción se producía a los mismos valores de pH. Este efecto se debe a la 
acidificación del medio como consecuencia de la fermentación láctica (López et al., 1976),  
como parece ocurrir en S. mutans (Li et al., 2001). Un sistema que podría contribuir a la ATR 
en S. sanguis es el sistema arginina desaminasa, el cual se activa por pH ácido y que se 
incrementa paralelamente a la densidad del cultivo (Curran et al., 1995). La mayor activación 
de la ATR como respuesta a la acidificación del medio de cultivo, algo que ocurre in vivo,  
podría suponer una adaptación paulatina a la disminución del pH, en contraposición a la 
disminución brusca del pH (reto con pH subletal) que sólo ocurre normalmente en condiciones 
de laboratorio. Otra posible explicación sería una resistencia parcial al ácido desarrollada como 
consecuencia de adaptación al ayuno de nutrientes según éstos se van agotando al avanzar la 
fase de crecimiento del cultivo. L. lactis experimenta este fenómeno, ya que aumenta su 
resistencia al ácido después de ser sometida a un periodo de ayuno (Nannen and Hutkins, 
1991).  
 La capacidad acidúrica de las bacterias lácticas condiciona su nicho ecológico (Belli and 
Marquis, 1991). S. pneumoniae invade lugares dentro del cuerpo humano con pH alrededor de 
7.4 como son la sangre, el líquido cefalorraquídeo y exudados derivados de inflamación como 
son los pulmonares, óticos o nasales. Este pH sería compatible con el pH óptimo de su ATPasa 
y su capacidad acidúrica en general. De igual forma, las bacterias lácticas acidúricas S. mutans 
y S. bovis invaden la placa dental y las vías urinarias, respectivamente, que llegan a tener pHs 
inferiores a 5.0.  
 La respuesta ATR empieza a activarse en S. pneumoniae en el rango de pH 7.0-6.6 
(Fig. 21), un punto en el que la actividad ATPasa es superior en 1,5 veces respecto a su nivel 
basal a pH 7.5 (Fig. 14AB). Valores similares de pH se alcanzan en los fluidos del cuerpo 
humano que invade el neumococo durante la infección. La acidificación es consecuencia del 
metabolismo láctico del neumococo junto con la acción inflamatoria mediada por leucocitos 
activados, lo que supera la capacidad tamponadora del fluido extracelular (Sahn et al., 1983). 
Por esta razón, el pH disminuye hasta un valor entre 7.0 y 6.8 tanto en sangre (Elwell et al., 
1975) como en líquido cefalorraquídeo (Andersen et al., 1989) y fluido pleural (Light et al., 
1980). Aunque neumococo puede vivir a pHs mucho más ácidos in vitro, un pH inferior a 6.8 no 
se asocia a infección neumocócica (Light et al., 1980). El pH podría tener influencia sobre la 
capacidad virulenta de S. pneumoniae como indica el hecho de que la acidificación derivada 
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del crecimiento bacteriano inhibe la neumolisina en su acción de detener el movimiento ciliar 
del epitelio del tracto respiratorio (Feldman et al., 1990). 
 S. pneumoniae es una bacteria que presenta competencia natural de un modo 
dependiente de la alcalinidad del medio (Tomasz and Mosser, 1966) (Chen and Morrison, 
1987). La competencia se induce ajustando el pH del medio de cultivo a pH 7.8-8.0. El pH 
extracelular determina el pH intracelular, para el que ha sido determinado un pH óptimo de 
inducción de competencia de 8.3 ± 0.2 (Clave and Trombe, 1989). Sin embargo, un pH 
intracelular bajo es el activador principal de la actividad de la ATPasa F0F1 (Kobayashi et al., 
1984). Hasta ahora, la única explicación para este hecho es que el factor estimulador de 
competencia (CSP) es más activo a pH alcalino que a pH ácido (Chen and Morrison, 1987). La 
función de una parte de los genes específicos de competencia es aumentar el metabolismo, lo 
que hace que los niveles de ATP se incrementen en un 50% (Clave and Trombe, 1989). El ATP 
es necesario en varios pasos del proceso de transformación como son la captación, protección 
y transporte del DNA exógeno, y su recombinación con el DNA endógeno (Clave and Trombe, 
1989). El ATP también es necesario para la actividad de la ATPasa. Esta enzima podría 
consumirlo en grandes cantidades como demuestra el hecho de que un mutante en atpb de S. 
mutans con un 55% de actividad de la enzima presentara un aumento del 40% de las reservas 
celulares de ATP (Suzuki et al., 2000). De hecho, la acidificación es también un factor inductor 
de la glicolisis, lo que aumenta los niveles de ATP probablemente destinados a ser consumidos 
por la  ATPasa F0F1 para regular el pH intracelular.   
 Con todos estos datos es razonable pensar que la inducción del estado de competencia 
y de la expresión del operón atp son fenómenos antagónicos ya que compiten por el mismo 
substrato, el ATP, mientras que el pH intracelular sería el factor determinante que permitiría la 
inducción de un proceso (entrada en estado de competencia) u otro (activación de la expresión 
del operón atp).   
  
5.4. MUTANTES DE RESISTENCIA A MEFLOQUINA Y NUEVOS DERIVADOS 
5.4.1. Actividad antimicrobiana de la mefloquina y sus derivados 
 El blanco primario para la mefloquina y los compuestos OSU8, 199 y 207 en S. 
pneumoniae es la ATPasa F0F1, ya que se observó una elevada correlación entre el nivel de 
inhibición del crecimiento de las cepas resistentes y la inhibición de la actividad ATPasa (Figs 
24 y 25). Los compuestos OSU95, 99, 255 y 259 podrían utilizarse potencialmente incluso 
frente a los mutantes resistentes al resto de drogas de este grupo ya que ni siquiera las 
modificaciones de la enzima en los mutantes analizados alteró significativamente su acción 
antimicrobiana. Desde hace una década, la aparición de estirpes resistentes a las terapias 
habituales está aumentando en S. pneumoniae, lo que no se contrarresta de un modo 
equilibrado con la aparición de nuevos fármacos antimicrobianos. Los nuevos compuestos son, 
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en su mayoría, derivados de otros más antiguos, con un espectro más amplio o con alguna 
mejora en las propiedades farmacodinámicas, por lo que en la mayor parte de los casos su 
utilidad es sólo temporal. Por ello, son muy atractivas aquellas familias de fármacos que no 
hallan sido utilizadas previamente frente a neumococo como son los derivados de la Mfl 
analizados en este trabajo. Teniendo en cuenta todas las funciones que cumple la ATPasa F0F1 
en S. pneumoniae, que la hacen ser enzima esencial (Ferrándiz and de la Campa, 2002), 
hacen de ella un blanco muy atractivo para el desarrollo de nuevos antimicrobianos como son 
los que se exponen en este trabajo. Además, S. pneumoniae es el único de los organismos 
analizados que tiene una CMI para estos compuestos dentro del rango de concentración 
alcanzable en suero, lo que les da potencialidad comercial añadida como quimioterapeúticos 
contra este patógeno 
 Por otra parte, la Mfl se usa actualmente tanto en la profilaxis como en el tratamiento 
contra la malaria. El hecho de que la Mfl y sus derivados sean activos frente a S. pneumoniae 
refuerza la hipótesis de que S. pneumoniae podría ser un buen modelo para testar de un modo 
rápido nuevos compuestos antimaláricos de tipo amino-alcohol. 
  
5.4.2. Modelo de interacción entre las subunidades c y a en S. pneumoniae 
 Gracias al elevado número de mutantes obtenidos en este trabajo se obtuvo 
información valiosa sobre la disposición espacial de las subunidades c y a en S. pneumoniae. 
Las posiciones de los residuos mutados (en las dos a-hélices de la subunidad c y en las dos 
últimas a-hélices de la subunidad a) eran compatibles con datos estructurales y funcionales 
previos obtenidos en las subunidades homólogas de E. coli (Tabla IX). Además, gran parte de 
las mutaciones se encontraron en residuos conservados localizados a intervalos regulares con 
una periodicidad acorde con los 3,6 residuos por vuelta de las a-hélices proteicas, lo que 
indica que probablemente estos residuos están orientados hacia la misma posición en el 
espacio (Fig. 32). 
 Aunque los mutantes de S. pneumoniae OptR y QinR previamente descritos presentaban 
mutaciones en la subunidad c (Fenoll et al., 1994; Muñoz et al., 1996), en este trabajo se han 
encontrado también mutantes en la subunidad a. Experimentos realizados en E. coli han 
demostrado que las dos últimas a-hélices de membrana de la subunidad a, no solamente son 
las más conservadas (Cox et al., 1986), sino que son las que interaccionan más íntimamente 
con la subunidad c durante la translocación del protón (Deckers-Hebestreit and Altendorf, 1996) 
(Jiang and Fillingame, 1998). Otro ejemplo en esta dirección lo constituye la ATPasa F0F1 de la 
bacteria halófila Propionigenium modestum, que sufre alteraciones en su capacidad para 
conmutar en el uso entre protones e iones sodio cuando existen mutaciones en la subunidad c 
o en las dos últimas a-hélices de membrana de la subunidad a (Kaim et al., 1998). En esta 
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bacteria, las mutaciones en la subunidad a afectan a los residuos aK220, aV264 y aI278, 
equivalentes a aN163, aI216 y aL229 de S. pneumoniae. Estos residuos están próximos a 
aquellos en los que mapean las mutaciones de resistencia a compuestos antimaláricos (Tabla 
XI). Todos estos datos confirman el elevado grado de interacción entre las dos últimas 
a-hélices de la subunidad a y la subunidad c, y explica que existan mutaciones que confieran 
resistencia a Opt, Qin y Mfl en esa zona de la subunidad a de la ATPasa F0F1 de S. 
pneumoniae. 
 Los residuos de la subunidad c que están mutados en cepas MefR  forman parte de un 
bolsillo estructural de unión al protón que se encontrarían en posición cercana al residuo 
esencial E52, cuando las subunidad c está plegada. Este bolsillo está favorecido por la 
presencia de varios residuos G que carecen de cadena lateral (Girvin et al., 1998). Algunos de 
los mutantes resistentes (MJQ4, MJM5 y MJM15) presentan substituciones en alguno de estos 
residuos G, por A ó S, que añaden un grupo metilo o hidroxilo, respectivamente. Algo similar 
ocurre en el caso del mutante MJ11, que presenta una substitución de un residuo A por T, que 
añade también un residuo hidroxilo. Estas mutaciones aparecen enfrentadas en el espacio 
según el modelo de la Fig. 34, a pesar de estar situadas en distintas a-hélices. El pequeño 
aumento de longitud de la cadena lateral del aminoácido (por adición de grupos metilo ó 
hidroxilo) sería suficiente como para generar un fenotipo de resistencia por la modificación que 
se produce en el bolsillo de unión al protón, del mismo modo que las substituciones cA24S y 
cI28T en E. coli protegen la funcionalidad de la enzima de E. coli frente al inhibidor DCCD al 
dificultar su reacción con el residuo esencial cD61 (Fillingame et al., 1991). Los residuos 
equivalentes en S. pneumoniae, cV15 y cE19 son contiguos a residuos mutados en mutantes 
resistentes a compuestos antimaláricos. 
 El cambio aL186P destaca por ser el único localizado dentro de la a-hélice 4 de la 
subunidad A. A pesar de que teóricamente esta posición se encuentra ligeramente alejada de 
los residuos funcionales, las características desestabilizadoras del residuo P podrían justificar 
alteraciones locales de la estructura proteica y, por ello, el fenotipo de resistencia.   
 Algunas mutaciones de resistencia se encontraron en residuos cercanos al segundo 
residuo de ácido glutámico, cE19, que podría ser también funcional y formar parte de un 
segundo bolsillo de unión al protón. Al igual que ocurre con el residuo cE52, las mutaciones de 
resistencia impedirían la reactividad de la droga con el residuo alternativo cE19 por 
modificaciones estructurales del sitio de unión. 
 La presencia de un segundo residuo E en la subunidad c de S. pneumoniae podría 
significar que funciona de un modo ligeramente diferente a como lo hace la enzima de E. coli. 
Si este residuo fuera funcional, alteraría significativamente el cociente entre protones 
expulsados por molécula de ATP hidrolizada. En organismos con cadena respiratoria, este 
cociente determina la relación entre fosfato y oxígeno en la fosforilación oxidativa, un 
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parámetro fisiológico fundamental (Jiang et al., 2001). Un segundo residuo de ácido glutámico 
funcional podría ser especialmente beneficioso en el caso del grupo de bacterias lácticas a las 
que pertenece S. pneumoniae, y en las que está conservada la presencia de este residuo (S. 
mitis, S. oralis, S. mutans, S. bovis, S. pyogenes y L. lactis), ya que la ATPasa podría expulsar 
el doble de protones con el mismo gasto energético lo que supondría una optimización del 
proceso y una adaptación a la supervivencia en un entorno ácido. Curiosamente, este segundo 
residuo ácido también se encuentra conservado en las bacterias patógenas Mycobacterium 
tuberculosis y Mycobacterium leprae. La implicación fisiológica de un segundo residuo que 
aporte un grupo carboxilo para la captación del protón se demostró en E. coli mediante la 
construcción de mutantes con el cambio cA28D o cA28E, que determinaban que la función de 
la enzima fuera susceptible de ser regulada por pH alcanzándose un pH óptimo para la enzima 
de 7.5, a diferencia de la enzima silvestre cuya actividad se mostró independiente del pH 










Figura 34. Modelo espacial de la interacción entre las subunidades c y a de la ATPasa F0F1
de S. pneumoniae. Se muestra la posible disposición espacial de las dos a-hélices de la 
subunidad c conectadas por una región citoplásmica junto a las 2 últimas a-hélices (4ª y 5ª) de la 
subunidad a. Los residuos en azul que están conectados con flechas del mismo color 
interaccionan entre ellos según se ha demostrado en E. coli mediante experimentos de 
entrecruzamiento de puentes disulfuro introduciendo residuos de C en la secuencia por 
mutagénesis dirigida (Jiang and Fillingame, 1998). Los residuos marcados en verde son 
esenciales para la función de la enzima (se incluye el residuo E19 no presente en E. coli). Los 
residuos marcados en rojo son aquellos en los que mapean las mutaciones de resistencia cruzada 




5.5. AISLAMIENTO DE MUTANTES POR PCR Y TRANSFORMACIÓN 
En esta tesis se describe un sistema sencillo para obtener mutantes de resistencia con 
alta eficiencia, con el único requisito de conocer el gen responsable y que la resistencia sea 
consecuencia de mutaciones puntuales. El método consiste en la amplificación mediante PCR 
de la secuencia implicada en resistencia de una cepa sensible silvestre, seguida de 
transformación con dicho producto de PCR y selección de las cepas resistentes. El sistema 
aprovecha la tasa de error de las DNA polimerasas en las reacciones de PCR y la capacidad 
de S. pneumoniae para recombinar DNA exógeno con su DNA cromosómico cuando éstos 
comparten una elevada homología. De este modo se obtuvieron eficiencias de obtención de 
mutantes en el rango de 10-4 a 10-5 (Tabla XIII), lo que representa un incremento mínimo de 
104 veces respecto a la tasa de aparición de mutantes espontáneos seleccionados a 
concentraciones letales de antibiótico, entre 10-8 y 10-9 para CipR, RifR y StrR (Belanger et al., 
2002) (Pan et al., 1996) (nuestros resultados). 
La elevada tasa de mutantes obtenidos puede ser explicada calculando las cifras a 
través de las diferentes etapas del protocolo. Teniendo en cuenta que la polimerasa de DNA  
de Thermus thermophilus de Biotools, utilizada para la generación de mutantes, comete un 
error cada 104 nucleótidos (datos del fabricante) y que la longitud de los fragmentos 
amplificados era de unos 1600 nucleótidos, uno de cada 7 fragmentos amplificados llevaría una 
mutación al azar. El número de posiciones de los fragmentos amplificados en los que se 
encontraron mutaciones que conferían resistencia se encontraba alrededor entre 2 y 5, y 
teniendo en cuenta que se podría estar cerca de la saturación de la obtención de todos los 
mutantes posibles, el número medio de fragmentos amplificados con una mutación de 
resistencia sería de 5 ´ 10-4. La eficiencia de transformación media con estos fragmentos fue a 
su vez de aproximadamente el 5% (10-2), por lo que el número teórico mínimo de mutantes por 
errores de la DNA polimerasa debería ser de aproximadamente 10-4-10-5, una cifra compatible 
con la observada.  
Además de la elevada eficiencia de obtención de mutantes, este sistema tiene ventajas 
adicionales como es el mantenimiento del fondo genético, lo que permite una ulterior 
comparación de los niveles de resistencia que proporcionan distintas mutaciones. Para el 
diseño de los oligonucleótidos utilizados en la amplificación pueden elegirse diferentes zonas 
de un gen determinado en la que se desea obtener mutantes de resistencia en el caso de que 
los cambios pudieran aparecer en más de una región de éste, lo que facilita la localización 
rápida de la mutación. Por lo tanto, este sistema no es tan restrictivo como la mutagénesis 
dirigida a la hora de modificar los residuos. También facilita la construcción de mutantes 
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complejos mediante pasos secuenciales de transformación con el DNA  amplificado de la etapa 
anterior, siempre que las nuevas mutaciones  incrementen los niveles de resistencia. 
 La publicación reciente de la secuencia genómica completa de dos cepas de 
neumococo (Tettelin et al., 2001) (Hoskins et al., 2001) permite diseñar fácilmente 
oligonucleótidos para amplificar cualquier gen implicado en resistencia, aunque también 
podrían aislarse mutantes para cualquier gen cuando las mutaciones conlleven la adquisición 
de un fenotipo seleccionable. Estos mutantes pueden ser utilizados con fines biomédicos o 
bioquímicos ya que en el caso de que sean mutaciones desconocidas, proporcionarían 
información sobre la estructura espacial de motivos importantes dentro de la proteína diana del 
compuesto antimicrobiano como puede ser el centro activo.     
Se ha demostrado la utilidad del método ya que se consiguieron aislar un elevado 
número de mutantes puntuales de resistencia manteniendo el fondo genético de la cepa de 
laboratorio R6, algunos de ellos con cambios no descritos previamente. Se confirmó la relación 
entre las mutaciones en los genes parC, rpoB y rpsL con CipR, RifR y StrR respectivamente, a 
juzgar por la localización de las mutaciones, los niveles de resistencia, la elevada eficiencia de 
transformación del fragmento de PCR con la mutación y el mantenimiento de estas 
características en las cepas transformadas con dichos fragmentos. El hecho de que sólo se 
obtuvieran mutantes de resistencia cuando se transformó con fragmentos de PCR que 
contenían la secuencia implicada en resistencia y que fuera proporcional a la tasa de error de 
la DNA polimerasa, confirmaba que el pequeño porcentaje de mutantes que aparece en los 
controles de transformación es debido a la tasa de mutación de la enzima.  
Todas las mutaciones observadas en parC ya habían sido detectadas en aislados 
clínicos ó cepas de laboratorio CipR (Bast et al., 2000; Davies et al., 1999; Janoir et al., 1996; 
Muñoz and de la Campa, 1996; Pan et al., 1996; Tankovic et al., 1996). A pesar de que los 
cambios S79F y S79Y se había confirmado por transformación que estaban implicados en 
resistencia (Janoir et al., 1996; Muñoz and de la Campa, 1996; Tankovic et al., 1996), en este 
trabajo se presenta la primera evidencia de que los cambios S79A, D83N y D83V, están 
implicados en bajo nivel de CipR.  
Todas las cepas de neumococo RifR obtenidas en este trabajo tenían mutaciones en la 
región I del gen rpoB (posiciones 478-510 de R6), una región conservada donde mapean la 
mayor parte de las mutaciones que confieren resistencia a Rif en bacterias (Campbell et al., 
2001) y donde se han localizado también las mutaciones que confieren RifR en neumococo 
(Enright et al., 1998) (Padayachee and Klugman, 1999). Los mutantes RifR aislados en este 
trabajo presentaron cambios de aminoácido en los residuos S482, Q486, D489 y H499 (Tabla 
14, Fig. 26). Estudios bioquímicos y estructurales de la RNA polimerasa de Thermus aquaticus 
han mostrado que la Rif se une en un bolsillo de la subunidad b dentro del canal de unión de 
DNA y RNA y bloquea la elongación de la transcripción cuando en mRNA tiene un tamaño de  
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2-3 nt. Diez residuos de la región I están directamente implicados en la interacción con la Rif 
(Campbell et al., 2001; Zhang et al., 1999). Estos residuos son idénticos entre E. coli, M. 
tuberculosis y S. pneumoniae (6 de ellos se muestran sombreados en la Fig. 30). Tres de ellos, 
Q486, D489 y H499 se encuentran mutados en S. pneumoniae RifR. Estos resultados sugieren 
que la unión de la Rif a la RNA polimerasa es similar en todas las enzimas bacterianas, y esto 
explica el amplio espectro de esta droga. De acuerdo con esta hipótesis, se han encontrado 
mutaciones de resistencia a Rif en los residuos D489 y H499 en aislados clínicos de 
neumococo (Enright et al., 1998) (Padayachee and Klugman, 1999) y mutaciones implicadas 
en RifR en E. coli  (Jin and Gross, 1988; Severinov et al., 1993) y M. tuberculosis (Heep et al., 
2001) en el residuo equivalente a Q486 de S. pneumoniae. Sin embargo, no se ha descrito en 
otras bacterias mutaciones en el residuo equivalente a S482 (Campbell et al., 2001). Este 
residuo se encuentra fuera del dominio de unión a  Rif, que alcanza hasta el residuo colindante 
Q483 (Campbell et al., 2001). El cambio S482P confiere un nivel de resistencia más bajo que el 
resto de los cambios detectados (CMI = 4 µg/ml) a la cepa RMJ4. La sustitución de A por P 
podría causar ligeras alteraciones del bolsillo suficientes como para justificar la resistencia que 
confiere esta mutación, algo observado en otros residuos cercanos al motivo de unión a Rif 
(Campbell et al., 2001). Por ejemplo, podría verse afectada la acción de otro residuo cercano, 
L484, que es uno de los residuos hidrofóbicos que contacta por fuerzas de Van der Waals con 
radicales específicos de Rif (Campbell et al., 2001). La ventaja de este método para elegir el 
gen en el que producen las mutaciones permitiría probar si substituciones alternativas en otras 
subunidades de la RNA polimerasa pudieran conferir resistencia a Rif en S. pneumoniae como 
se ha sugerido para otros microorganismos (Hetherington et al., 1995) 
  Con respecto a las mutaciones que confieren resistencia a Str, se encontraron 
mutaciones en dos residuos K, K56 y K101 (equivalentes a K42 y K87 de E. coli). Estos 
residuos se ha demostrado que están implicados en StrR en E. coli y M. tuberculosis (Funatsu 
and Wittmann, 1972) (Finken et al., 1993), habiéndose descrito el cambio K56T como el 
responsable del fenotipo StrR  de la cepa 533 de S. pneumoniae (Salles et al., 1992).  
En resumen, con este método ha sido posible construir mutantes CipR, RifR y StrR con 
mutaciones en regiones específicas. El mismo método podría ser utilizado para construir todos 
los posibles mutantes resistentes a otras drogas. Sería también posible construir dobles 
mutantes por PCR secuencial y ciclos de transformación. También pueden construirse de este 
modo cepas resistentes a 2 ó más antibióticos de la misma familia, y la actividad de nuevos 
compuestos probados en los mutantes obtenidos. Esta información sería de gran utilidad para 
seleccionar la terapia más adecuada, que idealmente serían drogas antimicrobianas que no 




5.6. CARACTERIZACIÓN DE DOS AISLADOS CLÍNICOS DEL GRUPO VIRIDANS 
SENSIBLES A OPTOQUINA 
 Se caracterizaron dos aislados clínicos que habían sido inicialmente identificados como 
neumococos por su sensibilidad a optoquina. El resto de las pruebas de diagnóstico confirmó 
que no se trataba de S. pneumoniae sino de especies del grupo viridans, concretamente S. 
oralis según el test API 32 Step. La secuenciación de los genes responsables del fenotipo de 
sensibilidad a optoquina, atpC y atpA, en estos aislados clínicos reveló que mientras que uno 
de ellos, 1174/97 compartía la mayor parte de los cambios de S. mitis respecto a neumococo, 
el otro, 1162/99, tenía una identidad casi absoluta respecto a S. pneumoniae R6. Esta era la 
razón de que el aislado 1162/99 presentara sensibilidad total a Opt, Qin y Mefl con niveles 
idénticos a las cepas tipo de neumococo, mientras que 1174/97 presentaba sólo sensibilidad 
parcial a Opt, y Mefl. El estudio de las secuencias flanqueantes a estos genes detectó dos 
puntos posibles de recombinación, el 5’ en la zona del promotor atp y el 3’ en la parte central 
del gen atpB, a partir de los que la secuencia del aislado 1162/99 dejaba de compartir la 
identidad casi completa con S. pneumoniae para pasar a compartirla con S. mitis y el aislado 
1174/97.  
 Este es el primer caso descrito de un estreptococo del grupo viridans que presenta 
sensibilidad total a Opt y compuestos relacionados debido a la adquisición por transformación 
de los genes atpCA y parte de atpB de S. pneumoniae. Por lo tanto, en este caso no se produjo 
un intercambio que proporcionara resistencia sino sensibilidad, que se mantuvo al no existir 
presión selectiva por parte de los antimaláricos de tipo amino-alcohol. 
 Ya había sido demostrada in vitro la posibilidad de cambios en los patrones de 
resistencia a optoquina mediante recombinación de estos genes entre S. pneumoniae y S. 
oralis (Fenoll et al., 1994), algo que está favorecido por la conservación del orden génico dentro 
del operón. En este experimento, el DNA cromosómico de S. oralis era capaz de transformar a 
S. pneumoniae para adquirir el fenotipo OptR. Una de las cepas resultantes analizada, M222, 
mostró un intercambio de los genes atpC, atpA y parte de atpB, lo que justificaba la resistencia 
(Fenoll et al., 1994). Curiosamente, el punto de recombinación 3’ dentro de la cepa M222 se 
encontraba muy cercano al observado en el aislado 1162/99. En ambos casos, se insertó 
dentro del cromosoma un fragmento que no sólo incluía los dos primeros genes del operón, 
responsables del fenotipo, sino también la primera parte del gen de la subunidad b, que 
codifica el dominio de membrana de esta subunidad (Fig. 9C). Este dominio podría estar 
implicado en el ensamblaje de todo el complejo F0 y su inclusión dentro de DNA transformante 
evitaría incompatibilidades estructurales entre subunidades del sector F0 de distintas especies 
para formar un complejo de membrana funcional. Sin embargo, otra posible explicación para la 
recombinación en ese punto es que sólo sea necesario un elevado grado de comprometimiento 
entre las subunidades c y a para el ensamblaje del complejo F0, y que la recombinación ocurra 
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dentro del gen de la subunidad b por tratarse de una región muy conservada entre bacterias 
genéticamente próximas a S. pneumoniae, cuando el otro punto se encuentra en la zona del 
promotor, también muy conservada. Los resultados de este trabajo demuestran que el hecho 
de que la organización génica esté conservada dentro del operón entre especies relacionadas 
no sólo optimiza el ensamblaje secuencial de las subunidades tras su traducción sino que 
además facilita la transferencia interespecífica de fracciones del operón para formar complejos 
completos y funcionales, algo que ya había sido postulado previamente (Brusilow, 1993).  
 Excepto en el fragmento recombinado, el aislado 1162/99 mostró una gran similaridad 
con S. mitis y el aislado 1174/97 tanto en la secuencia como en el estructura génica de esta 
región según se pudo comprobar mediante secuenciación, PCR y "Southern blot". En todos 
ellos, en el extremo 5’ al operón atp se encontraba un gen homólogo al gen spr1284 de S. 
pneumoniae R6 que codifica una peptidasa, mientras que en S. pneumoniae este gen se 
encontraba a más de 68 kpb, codificando el gen 5’ más cercano una transposasa.  
 Por otro lado, el otro aislado clínico, 1174/97, podría encuadrarse dentro de la pequeña 
fracción de estreptococos del grupo viridans que muestran sensibilidad parcial a optoquina 
(Whatmore et al., 2000). La secuencia de las subunidades c y a de este aislado presentan 
muchos cambios de aa cuando se compararon con S. pneumoniae y las cepas tipo de S. mitis 
y S. oralis. Entre los cambios en las subunidades a y c que están implicados en el fenotipo 
OptR/OptS, sólo hay un residuo que cambia en S. oralis y S. mitis y que está conservado en S. 
pneumoniae y el aislado 1174/97: el residuo aL186 de la cuarta a-hélice. Para esta a-hélice 
existe identidad entre S. pneumoniae y el aislado 1174/97, mientras que hay 3 cambios en 
residuos cercanos tanto en la cepa tipo de S. mitis (aT182A, aL184M y aL186V) como en la 
cepa tipo de S. oralis (aT182A, aL186I, aL187T) con respecto a S. pneumoniae. Por lo tanto la 
secuencia polipeptídica de la 4ª a-hélice, compartida por el aislado 1174/97 y S. pneumoniae, 
podría ser la responsable del fenotipo OptS intermedio del aislado 1174/97. 
Por lo tanto, este trabajo demuestra que también es posible identificar estreptococos 
viridans como neumococos por su sensibilidad a esta droga. Estos datos apoyan la evidente 
falta de fiabilidad de las pruebas de diagnóstico basadas en las características del producto de 
un solo gen, como son las pruebas de sensibilidad a optoquina (genes atpC y atpA) y 
solubilidad en bilis (gen lytA). Poder diferenciar correctamente S. pneumoniae y los 
estreptococos del grupo viridans es importante para el diagnóstico, el pronóstico de la 
enfermedad, y el diseño del tratamiento (Whatmore et al., 2000).  
 Los procesos de recombinación de genes de la ATPasas no son nuevos en la 
evolución. Su transferencia horizontal y duplicación es el origen de los otros tipos de ATPasa 
de protones, V0V1 y A0A1 (Zimniak et al., 1988; Gogarten et al., 1989). El hecho de que las 
ATPasas de protones F0F1 sean enzimas universales, ha permitido incluso el uso, con éxito, de 



































1. Las ocho subunidades de la ATPasa F0F1 de S. pneumoniae están codificadas por 
un operón que se transcribe a partir de un único promotor para dar lugar a una única 
molécula de mRNA de 6,5 Kb. 
2. Cada gen del operón presenta características particulares en cuanto a la regulación 
de su traducción adaptadas a la estequiometría de la subunidad que codifican: 
regiones potenciales de procesamiento del mRNA, la naturaleza de la cuarta base 
del gen y el perfil de uso de codones. Respecto al gen de la subunidad c, es más 
importante su localización al inicio del operón y su pequeño tamaño. 
3. S. pneumoniae es capaz de aumentar sus niveles de ATPasa F0F1 en respuesta a la 
acidificación. Este aumento es consecuencia de incrementos en la cantidad de 
enzima, en la del mRNA específico del operón y en la de la actividad del promotor,  
por lo que existe un control a nivel de iniciación de transcripción.  
4. Una cambio de G por A en la caja -10 del promotor impide su regulación por pH. La 
mutación se encuentra en una secuencia similar a la de reconocimiento del factor 
sigma de fase estacionaria de E. coli y en una secuencia conservada en los 
promotores del operón atp de bacterias cercanas filogenéticamente y otros genes 
que se activan en respuesta a la acidificación. Por estas razones, la posición mutada 
podría pertenecer a una secuencia de reconocimiento por parte de un factor 
regulador.  
5. S. pneumoniae es capaz de desarrollar una respuesta de tolerancia al ácido, que es 
más evidente cuando el pH disminuye paulatinamente como consecuencia de su 
propio metabolismo láctico.  
6. S. pneumoniae es una bacteria débilmente acidúrica según se deduce del estrecho 
rango de pH en el que puede crecer, el elevado pH óptimo de su ATPasa F0F1, el 
estrecho rango de pH en el que es funcional esta enzima y las características de su 
respuesta de tolerancia al ácido. 
7. La ATPasa F0F1 es la diana primaria en S. pneumoniae de la mefloquina y de 
compuestos relacionados estructuralmente, ya que se observa una relación directa 
entre su capacidad antimicrobiana y la capacidad para inhibir esta enzima. 
8. El aislamiento de un gran número de mutantes de resistencia a mefloquina ha 
permitido la adaptación del modelo de interacción entre las subunidades c y a de E. 
coli en S. pneumoniae. Este modelo incluye un segundo residuo de ácido glutámico 






9. Se ha desarrollado un sistema que permite la obtención de mutantes resistentes a 
antibióticos con alta eficiencia mediante PCR y transformación. Este sistema permite 
la obtención de mutantes con frecuencias 4 órdenes de magnitud superiores a las 
obtenidas por mutación espontánea.  
10. Se ha caracterizado genéticamente un aislado perteneciente al grupo de los 
estreptococos viridans que es sensible a optoquina. Este aislado ha adquirido los 
genes atpC, atpA y parte de atpB desde una cepa de S. pneumoniae. La existencia 
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